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Moduli toksin-antitoksin so pogosto del bakterijskih plazmidov, fagov in kromosomov. 
Sestavljeni so iz genskih parov toksina, ki vpliva na bazalni metabolizem in povzroči zastoj 
v rasti, ter antitoksina, ki regulira toksin in ga ob normalnih rastnih razmerah nevtralizira. 
Ob metabolnem stresu antitoksini razpadajo, kar omogoči toksinom, da zaustavijo rast celic. 
Vloga modulov toksin-antitoksin v bakterijah še več kot tri desetletja po njihovem odkritju 
vzbuja burne debate. Njihova najbolj splošno sprejeta funkcija je stabilizacija genskih 
elementov (plazmidov in intronov), druge predlagane funkcije obsegajo altruistično 
apoptozo, obrambo pred fagi ali pa preprosto predvidevajo, da so moduli sebični geni brez 
specifične vloge. Največ prahu od vseh teorij je v zadnjih letih dvignila predpostavka, da 
moduli toksin-antitoksin sodelujejo pri perzistenci celic. Perzistenca je zmožnost 
podpopulacije klonske kolonije celic, da preživi izpostavitev visokim koncentracijam 
antibiotika. Če so takšni moduli res del mehanizma, ki omogoča perzistenco, bi razumevanje 
njihove regulacije pripomoglo k boju z njo in njenemu preprečevanju. 
 
Nekateri sevi gram negativne bakterije Vibrio cholerae so človeku nevarni zaradi zmožnosti 
izločanja proteinskega toksina kolere v tankem črevesju. Celice Vibrio cholerae  imajo 
zmožnost prehoda iz hitre rasti v človeškem črevesju v upočasnjeno rast ali dormanco v 
oligotropnih okoljih. Pri tem prehodu sodeluje odziv na neugodne razmere, ki ga vzpodbudi 
pomanjkanje aminokislin. Pomanjkanje aminokislin je hkrati odgovorno za razpad HigA2 
antitoksina, kar omogoči HigB2 toksinu, da s cepljenjem mRNK na ribosomu pripomore k 
zmanjšanju globalne translacije med aminokislinskim stradanjem in tako inhibira rast celic. 
Boljše razumevanje modula higBA2 bi nam tako omogočilo njegovo uporabo kot tarčo v 
boju proti perzistenci. 
1.1 OPREDELITEV RAZISKOVALNEGA PROBLEMA 
Izražanje modula toksin-antitoksin higBA2 iz Vibrio cholerae določa molsko razmerje med 
toksinom in antitoksinom. Za ta modul je značilna regulacija z negativno kooperativnostjo, 
katere končni regulacijski fenotip je enak fenotipom modulov regulacije s pogojno 
kooperativnostjo (ang. contitional cooperativity). Antitoksin HigA2, ki dobro represira 
izražanje genov modula higBA2, je modularen protein, sestavljen iz globularne C-končne 
DNK-vezavne domene in intrinzično nestrukturirane N-končne toksin vezavne domene. N-
končna domena veže toksin HigB2 z visoko afiniteto in z vezavo izniči njegovo 
endonukleazno aktivnost, sodeluje pa tudi pri vezavi na operatorsko regijo in ojača represijo 
HigA2 antitoksina. Za negativno kooperativnost je značilno, da se vezava N-končne domene 
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1.2 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
V magistrskem delu smo si zadali raziskati regulacijo modula toksin-antitoksin higBA2 iz 
Vibrio cholerae z molekularnimi metodami. In vivo smo želeli potrditi regulacijo modula s 
posebno vrsto pogojne kooperativnosti z negativno kooperativnostjo, preučiti, ali in kako 
molsko razmerje med toksinom HigB2 in antitoksinom HigA2 vpliva na regulacijo modula, 
ter določiti, kakšno vlogo pri regulaciji ima intrinzično nestrukturirana N-končna domena 
HigA2. V ta namen smo izbrali načrtovanje in izdelavo vektorskih konstruktov v 
Escherichia coli, v katerih je izražanje RFP vezano na operator modula higBA2, toksin 
HigB2 in antitoksin HigA2 pa sta pod različno močnimi promotorji in zaradi tega tudi v 
različnih molskih razmerjih.  
 
Dodatno smo želeli raziskati biološki pomen modula higBA2 in oceniti njegov prispevek k 
bakterijski perzistenci, saj bi lahko predstavljal dobro tarčo v boju z rezistenco človeku 
nevarne bakterije Vibrio cholerae na antibiotike. 
 
Preučevanje modula toksin-antitoksin higBA2 iz Vibrio cholerae bi lahko pripomoglo k 
razumevanju interakcij organizmov z okoljem, razjasnjena dinamika bi omogočila uporabo 
sistema toksin-antitoksin v sintetičnih regulatornih vezjih. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
- Antitoksin HigA2 je močan represor operona higBA2  
- Nestrukturirana N-končna domena HigA2 sodeluje pri vezavi antitoksina na DNK, 
brez nje se antitoksin veže na operatorsko regijo higBA2 šibkeje 
- Represija modula higBA2 je ob pribitku toksina HigB2 slabša 
- Represija modula higBA2 je ob pribitku antitoksina HigA2 močnejša 
- Molsko razmerje med HigB2 in HigA2 vpliva na vezavo HigA2 na operatorsko 
regijo higBA2  
- Molsko razmerje med HigB2 in HigA2-ΔN ne vpliva na vezavo HigA2-ΔN na 
operatorsko regijo higBA2  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SISTEMI TOKSIN-ANTITOKSIN  
Sistemi toksin-antitoksin so genski moduli sestavljeni iz dveh, redko treh genov (Klimina in 
sod., 2017). Eden izmed genov nosi zapis za toksin, stabilen protein, ki z vplivom na procese, 
kot so podvojevanje DNK, stabilnost mRNK, sinteza proteinov, sinteza celične stene, sinteza 
ATP inhibira rast celic (Pandley in sod., 2005). Antitoksini so lahko nestabilni proteini ali 
nekodirajoča majhna RNK (sncRNK) (Klimina in sod., 2017). Ob stabilnih rastnih razmerah 
antitoksin nevtralizira toksin, pri slabih rastnih razmerah kot so pomanjkanje hranil, 
prisotnost antibiotikov, okoljski stres, izguba plazmida, infekcija z bakteriofagi, oksidativni 
stres ali povišana temperatura, pride zaradi zmanjšanja koncentracije antitoksina do pribitka 
toksina, ki inhibira celično rast (Yamaguchi in sod., 2011).  
2.1.1 Tipi in vloge sistemov 
Ker je splošna definicija modulov toksin-antitoksin zelo široka, jih delimo v štiri glavne in 
tri novejše tipe (Harms in sod., 2018). Zaradi raznolikosti sistemov so predlagali še veliko 
drugih funkcij/tipov, ki so še danes deležne dvomov in burnih debat.    
2.1.1.1 Tipi  
Pri tipu I antitoksin predstavlja nekodirajoča sRNK molekula, ki z vezavo na njej 
protismerno mRNK toksina povzroči njen razkroj z RNazo III in prepreči prevajanje toksina 
(Masachis in Darfeuile, 2019). Ob pojavu okoljskega stresa se zaradi zmanjšanja količine 
sncRNK (antitoksina) toksin začne prevajati (Brantl in Jahn, 2015).  
 
Tip II je najobsežnejši in najbolj preučevan tip. Antitoksini so v tem primeru proteini, ki 
imajo tipično dve domeni; eno, sposobno vezave na DNK, in drugo, ki z vezavo na toksin 
le-tega inhibira (Kang in sod., 2018). Pogosto antitoksini z vezavo na promotorje lastnih 
operonov represirajo prepisovanje, v večini, a ne v vseh primerih, toksini delujejo kot 
korepresorji. Mehanizem regulacije razmerja koncentracij med toksinom in antitoksinom je 
razgradnja antitoksinov (Christensen, 2004). Antitoksini so zelo dovzetni za proteolizo, med 
tem ko so toksini v primerjavi z njimi razmeroma stabilni. Posledično antitoksini v odzivu 
na stres selektivno razpadajo, kar zaradi delovanja prostih toksinov privede do ustavitve rasti 
celic. Toksini lahko inhibirajo rast celic z inhibicijo replikacije (npr. inhibicija DNA giraze) 
ali translacije (npr. cepitev mRNK, inaktivacija ribosomskih elongacijskih faktorjev ali 
glutamil-tRNK sintetaze) (Page in Peti, 2016). Velik delež toksinov tipa II predstavljajo 
endonukleaze (RNaze), ki se vežejo na ribosom in med prevajanjem režejo mRNK (Pavelich 
in sod., 2019).  
 
Sistemi toksin-antitoksin tipa III so po sestavi podobni tipu I, saj antitoksin predstavlja RNK 
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V tip IV spadajo moduli toksin-antitoksin, kjer je antitoksin, kot pri tipu II, protein, ki pa se 
ne veže direktno na antitoksin, ampak preprečuje njegovo delovanje z interakcijo in zaščito 
tarče toksina (Harms in sod., 2018). 
 
Za vsakega izmed tipov V, VI in VII je poznan le en modul. Pri tipu V antitoksin razgradi 
mRNK toksina (Wang in sod., 2012), pri tipu VI antitoksin s proteazo pospešuje razgradnjo 
toksina (Aakre in sod., 2013), pri tipu VII je antitoksin encim, ki inaktivira toksin s 
oksidacijo cistinskega ostanka (Marimon in sod., 2016).   
 
 
Slika 1: Prikaz principa delovanja štirih glavnih tipov sistemov toksin-antitoksin  
2.1.1.2 Vloge sistemov toksin-antitoksin 
Moduli toksin-antitoksin se v genomu pogosto pojavljajo v neesencialnih genomskih regijah 
(npr. ob genih za faktorji virulence in razistenco na antibiotike) (Rowe-Mangus in sod., 
2003) in omogočajo njihovo stabilnost tudi v odsotnosti selekcije (Szekeres in sod., 2007). 
 
Zelo razširjeno je mnenje, da sistemi toksin-antitoksin s tako imenovo post delitveno smrtjo 
(ang. post-segregational killing) oz. plazmidno zasvojenostjo (ang. plasmid addiction) 
preprečujejo izgubo plazmidov (Yarmolinsky, 1995). V primeru, da celica izgubi ali pa 
hčerinska celica ne podeduje plazmida, ki nosi zapis za modul toksin-antitoksin, v celici 
ostanejo toksini in antitoksini, ki imajo različen razpolovni čas. Ker antitoksini razpadajo 
hitreje, naj bi to privedlo do aktivacije toksinov, ki ubijejo celico, ki po izgubi plazmida ne 
proizvaja več antitoksinov. Hipoteza izhaja iz napačne interpretacije Gerdesove, 
Rasmussenove in Molinove raziskave objavljene leta 1986. V njenem naslovu se prvič 
pojavi izraz »post delitvena smrt«, a v članku avtorji le predlagajo, da izguba plazmida parB 
privede do smrti gostitelja. V članku ni predstavljenih dokazov za takšno obnašanje celic. 
Zmanjšano sposobnost preživetja celic so opazili šele pri izražanju Hok toksina (iz modula 
toksin antitoksin Hok/Sok) pod močnim lambda promotorjem, kjer pri fiziološko relevantnih 
koncentracijah ni prišlo do lize celic. Celična smrt gostiteljev po izgubi plazmida po mnenju 
Songa in Wooda (2018) tako sploh še ni bila dokazana, ovržena je bila tudi hipoteza, da 
toksini modulov toksin-antitoksin povzročajo celično lizo (Boynton in sod., 2013; Pedersen 
in sod., 2002; Fineran in sod., 2009). Dodatno, izražanje toksinov sistemov toksin-antitoksin 
tipov I, II, V in VII v odsotnosti pripadajočih antitoksinov v E. Coli že po treh urah 
inkubacije privede do mutacij v promotorjih toksina, ki inhibirajo njihovo izražanje in s tem 
celicam omogočijo nadaljnjo rast (Fernandez‐Garcia in sod., 2019).  
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Cooper in Heinemann (2000) sta, ker post delitvena smrt ne poveča verjetnosti podedovanja 
plazmida ali števila celic s plazmidom in tako ne razloži razširjenosti plazmidov s sistemi 
plazmidne zasvojenosti (Mongold, 1992), predlagala alternativno razlago post delitvene 
smrti po vzoru tako imenovane tekmovalne izključitve (ang. competitive exclusion) 
(Kusano, 1995; Naito, 1995 in 1998). Po njuni hipotezi imajo plazmidi, ki vsebujejo module 
toksin-antitoksin, prednost v primeru horizontalnega prenosa. Dokazala sta, da prisotnost 
parDE modula toksin-antitoksin na plazmidu zmanjša ohranjanje enakega plazmida brez 
parDE modula toksin-antitoksin v populaciji. Plazmida z in brez parDE modula sta enako 
učinkovito konjugirala v celice brez plazmida. Monokultura s plazmidom z modulom parDE 
je v večjem odstotku obdržala plazmid kot monokultura s plazmidom brez modula parDE, 
kjer je hitro prišlo do izgube plazmida. Sistemi toksin-antitoksin tako pripomorejo k 
stabilizaciji plazmidov.  
 
Še ena ovržena hipoteza je sodelovanje sistema toksin-antitoksin MazF/MazE iz E. coli pri 
altruističnem samomoru in programirani celični smrti. Lokus toksin-antitoksin mazFE naj bi 
ob pomanjkanju hranil v okolju, zlasti ob primanjkljaju aminokislin, sprožil altruistično 
celično smrt (Aizenman in sod., 1996; Nariya  in Inouye, 2008) in s tem omogočil dostop do 
hranil okoliškim celicam (Ramisetty in sod., 2013). To naj bi predstavljalo altruistično 
obnašanje celic v koloniji in se s tem približalo organizaciji večceličnih organizmov. 
Hipoteza je temeljila na poskusih s prekomernim izražanjem toksina MazF (Aizenman in 
sod., 1996), rezultatov katerih kasnejše raziskave niso uspele poustvariti (Engelberg-Kulka 
in Glaser, 1999; Ramisetty in sod., 2016). Hipoteza je bila tudi  v navzkrižju s predpostavko, 
da modula relBE in mazEF sodelujeta pri sprožitvi dormance celic (Tsilibaris in sod., 2007), 
ki jo obravnavamo v naslednjih poglavjih. Namesto programirane celične smrti MazF 
inducira reverzibilno inhibicijo rasti (Pedersen in sod., 2002; Tsilibaris in sod., 2007; 
Ramisetty in sod., 2016) in pri fizioloških koncentracijah pri nobenem organizmu do zdaj 
dokazano ne povzroča programirane celične smrti (Boynton in sod., 2013).  
 
Iz dejstva, da so sistemi toksin-antitoksin bakteriostatični in ne baktericidni (Pedersen in 
sod., 2002) in da jih pogosto inducira okoljski stres, je vzniknila hipoteza, ki predpostavlja, 
da moduli toksin-antitoksin z upočasnitvijo metabolizma med stresom zmanjšajo potrebe 
celic po hranilih in s tem povečajo možnosti preživetja (Christensen in sod., 2001, 2003). V 
prid tej teoriji so rezultati raziskave Kwana in sodelavcev (2015b), da sistem MqsR/MqsA 
pomaga E. coli pri spopadanju z oksidativnim stresom v prebavnem traktu. Isti sistem ob 
oksidativnem stresu vpliva tudi na druge sisteme toksin-antitoksin in tako sproži kaskado 
(Wang in sod., 2011, 2013), posledica katere je zmanjšan metabolizem celic (Cheng in sod., 
2014). Druga povezava med moduli toksin-antitoksin in okoljskim stresom je aktivacija 
proteaze Lon, ki degradira nekatere antitoksine (Gerdes in sod., 2005; Maisonneuve in sod., 
2013). Kljub vsem naštetim povezavam je več raziskav pokazalo, da moduli toksin-
antitoksin celicam ne dajejo prednosti v stresnih razmerah (Tsilibaris in sod., 2007; 
Ramisetty in sod., 2016; Goormaghtigh in sod., 2018). 
 
Funkcija modulov toksin-antitoksin, ki je do danes še niso zavrnili, je inhibicija 
bakteriofagov. Prvi sistem, ki je dokazano inhibiral razširjanje fagov, je bil sistem Hok/Sok 
tipa I iz E. coli (Pecota in Wood, 1996), sledili so sistemi tipa II (Hazan in Engelberg-Kulka, 
2004), III (Fineran in sod., 2009) in IV (Dy in sod., 2014). Inhibicija bakteriofagov razloži 
tudi prisotnost zapisov za antitoksine, ki preprečujejo aktivacijo toksinov gostitelja v 
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dednem materialu bakteriofagov (Otsuka in Yonesaki, 2012) in inhibitorjev proteaze za 
preprečitev aktivacije sistemov toksin-antitoksin tipa II (Sberro in sod., 2013). Pogosto se v 
literaturi pojavlja zmotna trditev, da sistemi toksin-antitoksin ob infekciji z bakteriofagom 
povzročijo altruistično smrt okuženih celic oziroma tako imenovano spodletelo okužbo (ang. 
abortive infection) (Soong in Wood, 2018), ki izhaja iz napačne razlage v prispevka 
Blowerja in sodelavcev (2011). Za nobenega izmed sistemov, tudi pri prekomernem 
izražanju toksina, ni bila dokazana liza celic (Fineran in sod., 2009), ampak le inhibicija rasti 
(Blower in sod., 2009). Sistemi spodletele okužbe sicer obstajajo, vendar nobeden ne temelji 
na proteinih iz sistemov toksin-antitoksin. Le-ti najverjetneje inhibirajo fage z znižanjem 
hitrosti rasti okuženih celic s toksini, aktiviranimi ob okužbi s fagom (Soong in Wood, 2018). 
 
Velik problem pri določanju vloge sistemov toksin-antitoksin predstavlja samo število 
modulov prisotnih v celicah. Ker je modulov toksin-antitoksin v vsaki celici obilo (Harms 
in sod., 2018), je tako težko oceniti njihov prispevek (Kwan in sod., 2015a). Nekateri 
znanstveniki predpostavljajo, da gre za sebične gene (ang. selfish genes) (Melderen in 
Saavedra, 2009; Ramisetty in sod., 2017), ki na račun gostiteljskega organizma vzdržujejo 
sami sebe. 
2.1.2 Modul higBA2  
Moduli higBA  (ang. host inhibitor growth) so prisotni v genomih več organizmov (Pandey 
in Gerdes, 2005), prvega so opisali Tian in sodelavci leta 1996. Modula higBA predstavljata 
dva izmed osemnajstih do zdaj poznanih modulov toksin-antitoksin v V. choleare (Iqbal in 
sod., 2015) in pomagata pri stabilizaciji plazmidov (Christensen-Dalsgaard in Gerdes, 2006). 
Le eden izmed osemnajstih lokusov toksin-antitoksin V. cholerae je zapisan na krožnem 
kromosomu I (Iqbal in sod., 2015), zapis za oba lokusa higBA v V. cholerae nosi krožni 
kromosom II. Vsi lokusi toksin-antitoksin na kromosomu II V. cholerae ležijo v mega 
integronu blizu mest attC (Iqbal in sod., 2015), ki so tarče za integracijo kaset z integrazo 
(Hall in sod., 1991). Mega integron je sestavljen iz stotin raznolikih genskih kaset, ki med 
drugim nosijo zapise za antibiotsko rezistenco, metabolne encime in virulenco (Heidelberg 
in sod., 2000). Toksina obeh lokusov higBA inhibirata celično rast z inhibicijo translacije 
zaradi cepitve mRNK in se aktivirata ob pomanjkanju aminokislin (Christensen-Dalsgaard 
in Gerdes, 2006; Christensen-Dalsgaard in sod., 2010). Toksini HigB ob izražanju 
povzročijo upočasnjeno rast V. choleare in E. coli, a niso bakteriocidni (Budde in sod., 2007; 
Christensen-Dalsgaard in Gerdes, 2006; Christensen-Dalsgaard in sod., 2010). 
 
Lokusa higBA imata v primerjavi z večino preostalih lokusov toksin-antitoksin obrnjeno 
gensko zaporedje, pri čemer je zapis za toksin spredaj (ang. upstream), zapis za antitoksin 
pa zadaj (ang. downstream) (Tian in sod., 1996; Pandey in Gerdes, 2005). Zaporedje Shine-
Dalgarno je znotraj toksina, torej pred antitoksinom, (Christensen-Dalsgaard in Gerdes, 
2006) zaradi česa se prevaja več antitoksina kot toksina (Hadži, 2015). Iz teh ugotovitev 
izhaja predpostavka, da modula sodelujeta pri prilagoditvi celic iz hitre rasti v človeškem 
črevesju na počasno rast ali v dormantno stanje v oligotrofnih vodnih okoljih (Christensen-
Dalsgaard in Gerdes, 2006). 
 
Lokus higBA2 obsega zapis za toksin HigB2 dolg 110 aminokislin in zapis za antitoksin 
HigA2 dolg 104 aminokisline. Terciarna struktura toksina HigB2 je podobna toksinu RelE 
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iz E. Coli (Hadži, 2015) in ob vezavi na ribosome cepi prevajajočo se mRNK (Christensen-
Dalsgaard in Gerdes, 2006; Hurely in Woychik, 2009; Hadži, 2015). Antitoksin HigA2, ki 
se in vivo povezuje v dimer, je modularni protein z dvema domenama: približno 36 
aminokislin dolgo N-končno intrinzično nestrukturirano domeno, ki se ob vezavi na HigB2 
zvije v heliks in ga s tem nevtralizira, in C-končno DNK-vezavno domeno, ki z vezavo na 
operator represira izražanje modula (Hadži in sod., 2013 in 2017; Hadži, 2015). N-končna 
domena lahko zavzame več konformacij (po Hadžijevih modelih iz leta 2015 vsaj sedem) in 
sodeluje pri vezavi na operator, brez nje se antitoksin na operator veže več kot desetkrat 
šibkeje kot z njo. Ker se pri kompleksu HigBA2 N-končna domena antitoksina veže na 
toksin, se kompleks na operator veže šibkeje kot HigA2 (Hadži, 2015) (Slika 2). Intrinzično 
nestrukturirano N-končno domeno razgrajuje aktivirana proteaza Lon (Christensen-




Slika 2: Poenostavljena shema regulacije modula higBA2 (levo) in shema vloge N-končne intrinzično 
nestrukturirane domene antitoksina HigA2 pri negativni kooperativnosti (desno) 
2.1.2.1 Negativna kooperativnost 
Za modul higBA2 je značilna regulacija z negativno kooperativnostjo (ang. negative 
cooperativity), ki je fenotipsko enaka regulaciji s pogojno kooperativnostjo (ang. conditional 
cooperativity), kjer je regulacija modula odvisna od molskega razmerja med toksinom in 
antitoksinom (Hadži, 2015). 
 
Za negativno kooperativnost je ključna intrinzično nestrukturirana N-končna domena 
antitoksina, ki izključujoče sodeluje pri vezavi antitoksina HigA2 na toksin HigB2 ali pri 
vezavi antitoksina HigA2 na operator modula higBA2 (Slika 3). Stanje operatorja higBA2 je 
tako odvisno od molskega razmerja toskin/antitoksin (Slika 4). Vezava toksina HigB2 na 
antitoksin HigA2 zniža moč vezave antitoksina HigA2 na operator modula, saj se kompleks 
HigBA2  – zaradi vezave intrinzično nestrukturirane N-končne domene antitoksina na toksin 
v primerjavi z nevezanim antitoksinom HigA2 – na operator veže desetkrat šibkeje. Vezava 
toksina HigB2 na antitoksin HigA2 je torej negativno kooperativna in zmanjša afiniteto 
HigA2 za operator modula higBA2 (Hadži, 2015).  
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Slika 3: Shema interakcij modula higBA2, ki povzročajo negativno kooperativnost 
Ob pribitku antitoksina je operator zaseden in modul higBA2 represiran, saj je intrinzično 
nestrukturirana N-končna domena antitoksina HigA2 prosta in se tako antitoksin s C-končno 
domeno močno veže na operator. Ob pribitku toksina je operator prost, modul higBA2 pa se 
izraža, saj toksin HigB2 z vezavo na N-končno domeno antitoksina HigA2 zniža njegovo 
afiniteto za operator in s tem njegovo zmožnost za represijo (Slika 3). Intrinzično neurejena 
domena torej igra pomembno vlogo pri regulaciji modula: če je vezana na toksin ali manjka 
zaradi proteolitske razgradnje, je represija ublažena (Hadži, 2015). Afiniteta antitoksina 
HigA2 je večja za toksin HigB2 kot za operator phigB2, zato lahko poenostavljeno rečemo, 
da zmeraj, ko je v sistemu prost toksin, ostaja operator prost (Hadži, 2015). Izjema so visoke 
koncentracije toksina in antitoksina, pri katerih nastaja dovolj kompleksa HigBA2, da s 
svojo šibko vezavo represira operator. Takšna represija pri  visokih koncentracijah HigA2 
in HigB2 ohranja nizke koncentracije proteinov modula higBA2 v celici (Hadži, 2015). 
Prehodi med represiranim in prostim operatorjem so hitri, a zvezni, toksin že pri najmanjših 
koncentracijah z vezavo na N-končno domeno zmanjša sposobnost antitoksina za represijo 
(Hadži, 2015).  
 
V normalnem stanju je zaradi nahajanja zaporedja Shine-Dalgarno znotraj zapisa za toksin 
pred antitoksinom v sistemu pribitek antitoksina, če pride do zvišanja razmerja 
toksin/antitoksin zaradi razpada antitoksina, se operator delno sprosti in sintetizirajo se novi 
proteini, ki ponovno vzpostavijo prebitek antitoksina (Hadži, 2015).  
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Slika 4: Shema stanja operatorja higB2 v odvisnosti od koncentracijskega razmerja HigB2 in HigA2 
Sistem toksin-antitoksin se aktivira ob izhodu iz nizkega molskega razmerja 
toksin/antitoksin zaradi razgradnje intrinzično neurejene N-končne vezavne domene HigA2 
s proteazo Lon (Slika 5). (Christensen-Dalsgaard in Gerdes, 2006; Hadži, 2015). Po 
razgradnji N-končne domene bi, hipotetično, globularna DNK-vezavna domena HigA2 
lahko ostala aktivna in naprej represirala operator modula in preprečevala nastanek novih 
antitoksinov, ki bi z inaktivacijo toksinov omogočili celicam izhod iz stanja represiranega 
metabolizma. Ta problem reši negativna kooperativnost, saj ob odsotnosti N-končne domene 
C-končna domena HigA2 prešibko veže operator, da bi ga popolnoma represirala (Hadži, 
2015).  
 
Pri normalni rasti negativna kooperativnost z večjim prevajanjem ohranja pribitek 
antitoksina (točka 1 na Sliki 5). Vezava antitoksina HigA2 na toksin HigB2 z intrinzično 
nestrukturirano N-končno domeno dezaktivira toksin in zmanjša represijo modula, saj ima 
kompleks HigBA2 nižjo afiniteto za operator higB2 kot antitoksin HigA2 (točka 2 na Sliki 
5). Ob stresu proteaza Lon razgradi intrinzično nestrukturirano N-končno domeno 
antitoksina HigA2 in s tem sprosti izražanje modula higBA2. Sinteza novega antitoksina ob 
odsotnosti stresnih razmer omogoči ponovno vzpostavitev nizkega razmerja 
toksin/antitoksin (točka 3 na Sliki 5). HigA2 ima večjo afiniteto za operator kot kompleks 
HigBA2 in kompleks izpodrine iz DNK. 
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Slika 5: Model modula higBA2.  
2.2 INTRINZIČNO NEUREJENE DOMENE 
Proteine glede na njihove sestavo delimo na globularne, fibrozne, membranske in intrinzično 
neurejene (Andreeva in sod., 2013). Zadnja skupina je izpodbila dolgo  uveljavljeno dogmo 
modela ključa in ključavnice (Uversky, 2019) po kateri se morajo proteini, da dosežejo 
biološko aktivnost, zviti v tridimenzionalno strukturo, določeno z aminokislinskim 
zaporedjem (Fischer, 1894). Intrinzično neurejeni proteini ali intrinzično neurejene domene 
proteinov, ki vsebujejo tudi strukturirane domene, so kljub pomanjkanju stabilne oblike 
biološko aktivne (Van der Lee in sod., 2014). Ob stiku s svojo tarčo se intrinzično 
nestrukturirane domene ter proteini zvijejo, kar jim omogoči, da se posamezna domena ali 
protein lahko veže na več strukturno raznolikih molekul z zavzemanjem raznolikih 
konformacij (Dyson in Wright, 2002).  
 
Intrinzično neurejeni proteini ali intrinzično neurejene domene proteinov so pogoste v vseh 
kraljestvih (Peng in sod., 2015; Ward in sod, 2004), njihova pojavnost narašča z naraščajočo 
kompleksnostjo organizma (Xue in sod., 2012). Sodelujejo pri centralnih celičnih procesih, 
kot so regulacija prepisovanja in prevajanja, celični cikel in celično sporočanje (Dunker in 
sod., 2002). Neurejene domene so pogostejše pri proteinih z regulatornimi funkcijami 
(Wallin, 2017).  
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Neodzivnost okužb na antibiotike je lahko posledica pojavov tolerance, odpornosti ali 
perzistence, ki se jih pogosto zamenjuje (Kim in Wood., 2017). Rezistenca je posledica 
podedovanih molekularnih mehanizmov, ki zmanjšajo učinkovitosti antibiotika (Depardieu 
in sod., 2007; Blair in sod., 2015), torej je za doseg želenega učinka antibiotika pri odpornih 
sevih potrebna njegova višja koncentracija (Chait in sod., 2007). Toleranca je sposobnost 
bakterijske populacije, da preživi začasno izpostavitev koncentracijam antibiotikov, ki 
presegajo minimalno inhibitorno koncentracijo (Handwerger in Tomasz, 1985). Za razliko 
od rezistence se toleranca nanaša le na bakteriocitne in ne tudi bakteriostatične antibiotike, 
saj pričakovano vse bakterije preživijo začasno izpostavitev bakteriostatičnim antibiotikom 
(Kester in Fortune, 2014).  
 
Bakterijska perzistenca je pojav podpopulacije, ki preživi tretma z antibiotiki, čeprav so 
celice v njej gensko identične celicam, ki podležejo antibiotikom (Bigger, 1994; Hartman in 
Tomasz,1986 ). Če takšno podpopulacijo ponovno izpostavimo istemu antibiotiku, se 
ponovno odzove heterologno (Levin in Rozen, 2006; Lewis, 2007), torej so nekatere celice 
sposobne preklapljanja med občutljivim in perzistentnim fenotipom, ki predstavlja manj kot 
1% celotne populacije bakterijskih celic (Gefen in Balaban, 2009). Celice v populaciji, ki 
preživijo, so perzistorji. Za razliko od tolerance in rezistence se perzistenca pojavi le pri 
podpopulaciji celic (Brauner in sod., 2016).  
 
Perzistentne celice preživijo izpostavitev antibiotikom z zmanjšanjem celotnega 
metabolizma in ne z aktivnim odzivom ter so soodgovorne za toleranco biofilmov na  
antimikrobna sredstva (Keren in sod., 2004). Perzistentne celice ne rastejo (Hobby in sod., 
1942; Bigger, 1944), v njih ne prihaja do prepisovanja in prevajanja (Kwan in sod., 2013). 
V boju s perzistentnimi celicami so razvili več metod (Wood, 2016), kot na primer uporaba 
mitomicina C (Kwan in sod., 2015b; Cruz-Muñiz in sod., 2016) ali cisplatina (Chowdhury 
in sod., 2016).  
 
Perzistenco dokazujemo s pojavom bimodalne krivulje preživetja celic po dodatku 
antibiotika (ang. bimodal time–kill curve) (Gefen in Balaban, 2009). Takšna krivulja se od 
preživetvene krivulje dovzetnih celic loči po prelomu v točki minimalega časa uničenja celic 
za 99 % celic v populaciji MČUC99 (ang. minimum duration for killing -  MDK99) in doseže 
višji MČUC99,99, hkrati pa ima MČUC99 nižji od tolerantnih populacij. Odporne populacije 
imajo višjo minimalno inhibitorno koncentracijo – MIK (ang. minimum inhibitory 
concentration -MIC) od tolerantnih in perzistentnih populacij (Slika 6). 
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Slika 6: Karakterizacija odpornosti, dovzetnosti, tolerance in perzistence po izpostavitvi populacije celic 
antibiotiku 
2.3.1 Perzistenca in moduli toksin-antitoksin 
Perzistenco torej omogoča neke vrste dormantno stanje celic. Vstop v dormanco bi lahko 
zelo prikladno povzročili tudi nekateri sistemi toksin-antitoksini z mRNazami kot toksini ob 
razgradnji antitoksina s proteazo Lon. Tako ni presenetljivo, da je bila ena izmed predlaganih 
vlog sistemov toksin-antitoksin prav perzistenca (Maisonneuve in sod., 2011).  
 
Proteaza Lon, ki razgrajuje neobičajne proteine v celici (Bukhari in Zipser, 1973; Gottesman 
in Zipser, 1978), med drugim dokazano razgrajuje antitoksin RelB iz modula toksin-
antitoksin relBE ob normalnih rastnih razmerah (Christensen in sod., 2001) ter MazE iz 
modula toksin-antitoksin mazEF ob pomanjkanju aminokislin (Christensen in sod., 2003), 
deluje pa tudi na mnoge izmed antitoksinov drugih modulov toksin-antitoksin (Gerdes K., 
2000). Raziskave vpliva proteaze Lon na celotno prevajanje mRNK ob razgradnji 
antitoksinov so pokazale, da prekomerno izražanje proteaze Lon delno inhibira prevajanje 
mRNK na primeru sistema toksin-antitoksin YefM/YoeB (Christensen in sod., 2004), 
katerega toksin YoeB inhibira rast celic s cepitvijo mRNK (Christensen in sod., 2004), 
pripadajoči antitoksin YefM pa ga nevtralizira (Grady in Hayes, 2003). A prekomerno 
izražanje proteaze Lon ni imelo vpliva na module relBE, mazEF, chpB in dinJ‐yafQ 
(Christensen in sod., 2004) in tudi ob odsotnosti modula yefM‐yoeB je prekomerno izražanje 
proteaze Lon še naprej občutno inhibiralo translacijo ter je bilo smrtno za določen delež celic 
(Christensen in sod., 2004).  
 
Kasneje je bila pod vprašaj postavljena sama povezava sistemov toksin-antitoksin s proteazo 
Lon ter alarmonom ppGpp vpletenim v odziv na pomanjkanje aminokislin. Kopičenje 
ppGpp omili aktivnost RNK polimeraze, kar vodi v zmanjšanje rRNK sinteze in prepreči 
potraten anabolizem (Baker in sod., 2001; Artsimovitch in sod., 2004), njegova akumulacija 
pa poveča tudi koncentracije neorganskega polifosfata, zaradi česar naj bi proteaze Lon 
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razgradile antitoksine (Maisonneuve in sod., 2013). Aktivni toksini naj bi po razgradnji 
antitoksinov s proteazami Lon z endoribonukleazno aktivnostjo zmanjšali celotno 
translacijo. Vsaj in vitro pa ppGpp ne aktivira proteaze Lon, ampak jo deaktivira (Osbourne 
in sod., 2014). Dodatno, delecije lon dokazano ne vplivajo na perzistenco (Shan in sod., 
2015; Chowdhury in sod., 2016) in populacije celic, ki so nezmožne proizvajati ppGpp, še 
vedno vsebujejo perzistorje (Chowdhury in sod., 2016). Model so ovrgli za številne sisteme 
toksin-antitoksin tipa II (Germain in sod., 2016), vključno za prej omenjen modul yefM-
yoeB, za katerega so dokazali, da je regulacija prevajanja in endonukleazne aktivnosti 
neodvisna od ppGpp in inorganskega polifosfata (Ramisetty in sod., 2016). 
 
Teorijo o vpletenosti modulov toksin-antitoksin v pojav perzistence so navidezno potrdili 
rezultati zaporednih delecij desetih modulov toksin-antitoksin v E. coli, ki so zmanjšale 
pojavnost perzistorjev (Maisonneuve in sod., 2011). Perzistenca celic naj bi bila  posledica 
naključnih nihanj koncentracij alarmona ppGpp, za katerega je bilo, kot opisano v prejšnjem 
odstavku, predpostavljeno, da sproži sisteme toksin-antitoksin. Kasnejše raziskave teh 
rezultatov niso uspele ponoviti (Goormaghtigh in sod., 2018a; Ramisetty in sod., 2016). 
Izkazalo se je, da je bila zmanjšana pojavnost perzistence posledica okužbe preiskovanega 
seva K-12 z bakteriofagom phi80 (Harms in sod., 2017) in izvirni članek je bil umaknjen iz 
objave. Že skoraj desetletje pred to raziskavo je Tsilibarisova s sodelavci (2007) primerjala 
obnašanje divjega tipa E. coli s sevom brez petih modulov toksin-antitoksin v stresnih 
razmerah in med njima ni zaznala niti razlik v okrevanju po stresu niti v rasti ob pomankanju 
hranil ter zato podvomila v sodelovanje modulov pri preživetju v stresnih okoljih. V isti 
raziskavi ni mogla zaznati programirane celične smrti kot posledico delovanja sistemov 
toksin-antitoksin.  
 
Povezavo dodatno spodkopljejo izsledki, da prekomerno izražanje toksinov ni edino, ki 
poveča število perzistorjev v populaciji, ampak povečanje povzroči tudi ektopično izražanje 
s sistemi toksin-antitoksin nepovezanimi proteini (Vázquez-Laslop in sod., 2006). Podobno, 
perzistenco poveča predhodna izpostavitev bakteriostatičnim antibiotikom (Ocampo in sod., 
2014). Povečana perzistenca je tako posledica inhibicije rasti in prekomerno izražanje 
toksinov ali celotnih modulov ne dokazuje, da so sistemi toksin-antitoksin povzročitelji 
naravno prisotnega perzistentnega fenotipa (Goormaghtigh in sod., 2018a). Perzistenca je 
morda le nenamerna posledica raznolikih napak in spodrsljajev (Levin in sod., 2014). 
 
Negativne rezultate raziskav bi lahko pripisali njihovi izvedbi, saj so bili vsi do sedaj 
navedeni poskusi izvedeni v nadzorovanih laboratorijskih razmerah in ne v naravnih okoljih, 
kjer so mikroorganizmi izpostavljeni različnim virom stresa (Ronneau in Helaine, 2019). 
Glede na to, da delecija lokusa sistema toksin-antitoksin tipa II pasTI v izolatih iz okuženih 
oseb zmanjša perzistenco E. coli na ciprofloksacin, vendar istega fenotipa ne izzove v sevu 
K12 (Norton in Mulvey, 2012), je vloga modulov toksin-antitoksin morda odvisna ne samo 
od okolja, ampak tudi od genetskega konteksta (Ronneau in Helaine, 2019).  
 
Genomske analize izolatov E. coli pacientov s ponavljajočimi se okužbami sečil kažejo na 
pozitivno selekcijo mutant sistema toksin-antitoksin hipA7 (Schumacher in sod., 2015). Kot 
izpostavljajo Goormaghtigh in sodelavci (2018b), so pri pozitivni selekciji bolj perzistentnih 
mutant E. coli v drugih raziskavah opazili mutacije ne samo v zapisih za antitoksine vapB in 
yafN (Levin-Reisman in sod., 2017), ampak tudi pri drugih metabolnih genih, kot so eno, 
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nuoN, gadC, oppB in pyrG, in genih, ki sodelujejo v odzivih na stres kot rcsD in spy (Van 
den Bergh in sod., 2016 in Levin-Reisman in sod., 2017), kar pomeni, da povečavo 
pojavnosti perzistence lahko pripišemo mutacijam v več različnih metabolnih poteh. Mutiran 
fenotip nujno ne razkriva biološke funkcije gena, zato se je bolje izogibati sklepanju, da so 
bili ti geni, pa naj bodo povezani z moduli toksin-antitoksin ali ne, evolucijsko pozitivno 
izbrani za perzistenco (Goormaghtigh in sod., 2018b).  
 
Še ena povezava sistemov toksin-antitoksin s perzistentnimi celicami izhaja iz formacije 
biofilmov. Delecija gena yafQ, ki kodira toksin iz para toksin-antitoksin DinJ/YafQ (eden 
izmed sistemov toksin-antitoksin tipa II, ki je bil izbrisan v iz objave umaknjenem članku 
desetih zaporednih delecij modulov toksin-antitoksini v E. coli Maisonneuvera in 
sodelavcev iz leta 2011, poveča dovzetnost E. coli v biofilmu v stacionarni fazi na cefazolin 
in tobramicin, ne pa tudi na doksicilin, rifampin (Harrison in sod., 2009) in oksfloksancin 
(Bernier in sod., 2013). Ker pa za poizkus ne obstaja nobena ponovljena potrditvena 
raziskava (Goormaghtigh in sod., 2018), je smiselno izpostaviti, da v prispevku niso vključili 
negativne kontrole z izbrisom celotnega modula dinJ-yafQ, saj neizbrisani antitoksin DinJ 
dokazano sodeluje pri odzivu na stres z znižanjem koncentracij RpoS (Hu in sod., 2012). 
Sigma faktor stacionarne faze RpoS pa je eden izmed glavnih regulatorjev odziva na stres v 
E. coli (Hengge-Aronis, 2000, 2002), ki nadzira 500 genov (Hengge, 2008) in ga represira 
YafQ (Hu in sod., 2012). Ker tako ni dokazano, da povečana perzistenca na omejeni spekter 
antibiotikov pri izbrisu gena yafQ pri E. coli ni posledica prostega antitoksina DinJ, za modul 
dinJ-yafQ ne moremo trditi, da ima širšo vlogo pri tvorbi perzistorjev.  
 
Modul dinJ-yafQ ni edini pri katerem se antitoksin ne veže le na promotor svojega modula, 
tudi antitoksin MqsR sistema MqsR/MqsA represira RpoS in s tem zmanjša nastanek 
biofilma ter zveča gibanje celic (Wang in sod., 2011). Ob oksidativnem stresu Lon proteaza 
razgradi MqsA in inducira rpoS (Wang in sod., 2011), kar zmanjša gibanje celic, poveča 
adhezijo in formacijo biofilma. Sistemi toksin-antitoksin naj bi tako posredno spreminjali 
fiziologijo celic z vplivom na razvojne kaskade (Wang in Wood, 2011), a so najnovejše 
raziskave pokazale, da sta pred antitoksinom MqsA znotraj zapisa za toksin MqsR (pri 
sistemu mqsRA je zapis za toksin pred zapisom za antitoksin) dva konstitutivna promotorja, 
ki povzročata prebitek antitoksina (Fraikin in sod., 2019). V isti raziskavi nobeni s sistemom 
mqsRA prej povezani stresni pogoji niso vplivali na ekspresijo toksina ter antitoksina, sam 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL  
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema razvrščena glede na proizvajalca 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Analytik Jena kadička za agarozno elektroforezo (Horizon 11.14) 
Applied Biosystems naprava za PCR (Veriti 96 Thermal Cycler) 
Bemis Parafilm M 
BioMetra Transiluminator (Ti 3) 
BioTek naprava za merjenje absorbance in fluoroscence (Synergy MX Microplate 
Reader) 
Canon fotoaparat za slikanje agaroznih gelov (EOS 100D)  
Corning prozorne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami, črne NBS mikrotitrske 
plošče s 96 vdolbinami, banjice za multikanalno pipeto 
DNR Bio-Imaging Systems naprava za fotografiranje agaroznih gelov 
Eppendorf avtomatske pipete (2,5 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl, 10 ml) 
multikanalne pipete (10 μl ,100 μl), namizne centrifuge (MiniSpin in 
MiniSpin Plus), centrifuga 5430R, toplotni bloki (Thermo Mixer C in 
Thermo Mixer R), mikrocentrifugirke (1,5 ml, 2 ml), pipetni nastavki (10 
μl, 200 μl, 1000 μl), epruvete z zamaški (12 ml) 
Gorenje mikrovalovna pečica za pripravo agaroznih gelov 
Hettich centrifuga (Universal 320R) 
Hoefer Scientific 
Instruments 
vir napetosti za agarozno gelsko elektroforezo (PS 500X), banjica za 
agarozno elektroforezo (SUB20) 
IKA vrtinčnik (MS3 Basic), magnetna mešala 
Kambič inkubator  in stresalnik 
Kern & Sohn tehtnice (440-35A, 440-45N) 
Kimtech rokavice (PFE latex, purple nitrile) 
Liebherr hladilnik 4 °C (Profiline GKv 6410), zmrzovalnik -20 °C (Profiline BKPv 
8470)  
MilliporeSigma deionizator vode (Milli-Q™ Advantage A10 Water Purification System) 
Nalgene  stojala za mikrocentrifugirke  
New Brunswick  inkubator  in stresalnik za gojenje pri 36 °C (Innova 42) 
Sarstedt nastavki za pipete, centrifugirke (15 ml) 
Schott Duran steklovina (erlenmajerice) 
Starlab vrtičnik (Vortex) 
Sutjeska parni sterilizator 
Systec sterilizator  (VX-95) 
ThernoFisher spektrofotometer (NanoDrop ND-1000), zamrzovalnik -80 °C  
(HERAfreeze HFU T Series) 
TPP  prozorne gojitvene ploščice s 24 vdolbinami 
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3.1.2 Kemikalije  
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije razvrščene glede na proizvajalca  
 
3.1.3 Plazmidi vektor pSB1A3 
Plazmidni vektor pSB1A3 vsebuje pMB1 ori mesto (100–300 kopij na celico) in gen za 
ampicilinsko rezistenco. Vanj smo vstavljali konstrukte z RFP in modulom toksin-
antitoksinskim higBA2.  
 
Slika 7: Plazmidna mapa vektorja pSB1A3  (The iGEM Parts Registry, Part: pSB1A3, 2019) 
  
Proizvajalec Kemikalije 
New England BioLabs (NEB) pufri za restrikcijske encime (NEBuffer 3.1,  NEBuffer 2.1, 
CutSmart Buffer, NEBuffer 4), nanašalno barvilo (6x Purple Gel 
Loading Dye), resttrikcijski encimi (AfeI, BsaI, SpeI), BSA 
Gold Biotechnology agaroza, ampicilin, kantamicin 
Invitrogen TAE pufer 
Integrated DNA Technologies začetni oligonukleotidi 
Kapa taq DNK polimeraza in pufer (KAPA HiFi HotStart Ready Mix) 
Kemika glicerol 
Merck NaCl 
Sigma-Aldrich  DMSO, LB gojišče, dNTPji (dATP, dCTP, dGTP,  dTTP), 
etidijev bromid, Tris-HCl, EDTA, kvasni ekstrakt, oflaksacin 
ThernoFisher DNK lestvica (GeneRuler 1kbp Plus DNA Ladder), DNK 
polimeraza (Phusion High-Fidelity DNA polymerase), 
restrikcijski encimi (BamHI, EcoRI, NdeI, PstI, SpeI, XhoI), T4 
DNK  ligaza, ), tripton, pufer za T4 DNK ligazo (5x Rapid 
Buffer), pufri za restrikcijske encime (Tango Buffer, Buffer O), 
pufer za HiFi polimerazo (Phusion GC Buffer), NaCl, ATP 
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3.1.4 Geni, promotorji in terminator 
Preglednica 3: Konstrukti z opisom  
Konstrukt Opis Vir 
phigB2-RFP Rdeči flurescenčni protein pod naravnim 
promotorjem modula higBA2 in z dvojnim 
terminatorjem 
GeneScript 
p117-higB2 (nonactive) Toksin HigB2 modula higBA2 brez 
endonukleazne aktivnosti zaradi mutacij v 
ostankih aktivnega mesta (Hadži in sod., 2017) 
pod šibkim konstitutivnim promotorjem in z 
dvojnim terminatorjem 
GeneScript 
p101-higB2 (nonactive) Toksin HigB2 modula higBA2 brez 
endonukleazne aktivnosti zaradi mutacij v 
ostankih aktivnega mesta (Hadži in sod., 2017) 
pod srednje močnim konstitutivnim promotorjem 




Toksin HigB2 modula higBA2 brez 
endonukleazne aktivnosti zaradi mutacij v 
ostankih aktivnega mesta (Hadži in sod., 2017) 
pod močnim konstitutivnim promotorjem in z 
dvojnim terminatorjem 
GeneScript 
p117-higA2 Antitoksin HigA2 modula higBA2 pod šibkim 
konstitutivnim promotorjem in z dvojnim 
terminatorjem 
GeneScript 
p101-higA2 Antitoksin HigA2 modula higBA2 pod srednje 
močnim konstitutivnim promotorjem in z dvojnim 
terminatorjem 
GeneScript 
pFAB100-higA2 Antitoksin HigA2 modula higBA2 pod močnim 
konstitutivnim promotorjem in z dvojnim 
terminatorjem 
GeneScript 
p117-higA2-ΔN Antitoksin HigA2 modula higBA2 brez 
intrinzično nestrukturirane N- končne toksin 
vezavne domene pod šibkim konstitutivnim 
promotorjem in z dvojnim terminatorjem 
GeneScript 
p101-higA2-ΔN Antitoksin HigA2 modula higBA2 brez 
intrinzično nestrukturirane N- končne toksin 
vezavne domene pod srednje močnim 
konstitutivnim promotorjem in z dvojnim 
terminatorjem 
GeneScript 
pFAB100-higA2-ΔN Antitoksin HigA2 modula higBA2 brez 
intrinzično nestrukturirane N- končne toksin 
vezavne domene pod močnim konstitutivnim 
promotorjem in z dvojnim terminatorjem 
GeneScript 
phigBA2wt Modul higBA2 s toksinom z endonukleazno 
aktivnostjo in z dvojnim terminatorjem 
GeneScript 
phigBA2decup Modul higBA2 z mutacijami ostankov v N- 
končni toksin vezavni domeni antitoksina HigA2 
in z dvojnim terminatorjem  
GeneScript 
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Preglednica 4: Promotorji s pripadajočim opisom 
Gen Opis 
117 (BBa_J23117) Šibek konstitutiven promotor 
101 (BBa_J23101) Srednje močen konstitutivni promotor 
FAB100 (BBa_K2832116) Močen konstitutiven promotor 
phigB2 Naravni promotor modula higBA2 
 
Preglednica 5: Terminator z opisom 
Terminator Opis 
BBa_B0015 Dvojni terminator sestavljen iz BBa_B0010 in BBa_B0012 
 
Preglednica 6: Geni s pripadajočim opisom    
Gen Opis 
higA2 Antitoksin HigA2 modula higBA2  
higB2  Toksin HigB2 modula higBA2  
RFP Rdeči fluorescenčni protein 
 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi  
Preglednica 7: Začetni oligonukleotidi s pripadajočim nukleotidnim zaporedjem 
Ozanka Sekvenca 
BS_EcoRI_RFP_F 5' gcgcgaattcaattcttgccatct 3' 
BS_RFP_XhoI_PstI_R 5' ggaagcctgcataacgcgaagtaatc 3' 
BS_RFP_seq_sredina 5' actggacatcacctcccacaatg 3' 
BS_higA2/dN_PstI_R 5' cggactgcagtataaacgcagaaaggcccaccc 3' 
BS_higB2_NdeI_BamHI_R 5' gcgcggatccgatcatatggattataaacgcagaaaggcccacc 3' 
BS_XhoI_NdeI_p101 higB2_F 5'  gcgcctcgagatccatatgatctttacagctagctcagtcctaggtattatgcta 3' 
BS_BamHI_p101 higA2/dN_F 5' cgcgggatcctttacagctagctcagtcctaggtattatgctagc 3' 
BS_XhoI_NdeI_pFAB100-
higB2_F 
5' gcgcctcgagatccatatgatcaaaaaatttatttgctttttatcccttgc 3' 
BS_BamHI_p117-higA2/dN_F 5' gcgcggatccttgacagctagctcagtcctagggattgt 3' 
BS_XhoI_NdeI_p117higB2_F 5' gcgcctcgagatccatatgatcttgacagctagctcagtcctagggattg 3' 
BS_BamHI_p101-higA2/dN_F 5' gcgcggatcctttacagctagctcagtcctaggtattatgctag 3' 
BS_BamHI_pFAB100-higA2/dN_F 5' gcgcggatccaaaaaatttatttgctttttatcccttgcg 3' 
BS_si59F_ori seq 5' attacttcgcgttatgcaggcttcc 3' 
pred higB2_SpeI_R 5' cgcgactagtgatcatatggatctcgagagt 3' 
pred higA2_AflII_R 5' cgcgcttaagggatccgatcatatggattataaacgcag 3' 
SpeI_pFAB100_higB2_F 5' cgcgactagtaaaaaatttatttgctttttatcccttgcggcgatataatgtgtggaaaagaggag 
aaatctagtatgtatccgtatgatgtgccggattatgcgaaaagtgtatttgtcgaatc 3' 
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Nadaljevanje Preglednice 7: Začetni oligonukleotidi s pripadajočim nukleotidnim zaporedjem 
Ozanka Sekvenca 
AflII_pFAB100_higA2dN_F 5' cgcgcttaagaaaaaatttatttgctttttatcccttgcggcgatataatgtgtggaaaagaggag 
aaatctagtatggagttgaacatct 3' 
BS_XhoI_toksinB2_F (p101B2) 5' cgcgctcgagatccatatgatctttaca 3' 
BS_antitox_PstI_R 5' cgcgctgcagtataaacgcagaaagg 3' 
XhoI_p177B2_F 5' cgcgctcgagatccatatgatcttgacagcta 3' 
XhoI_pFAB100B2_F 5' gcgcctcgagatccatatgatcaaaaaatttattt 3' 
BamHI_p101A2dN_F 5' gcgcggatcctttacagctagctcagtcc 3' 
BamHI_p117A2dN_F 5' cgcgggatccttgacagctagctcagtccta 3' 
BS_antitox_PstI_R2 5' cgcgctgcagtataaacgcagaaaggccc 3' 
F_za vse 4  5' gggtgggcctttctgcgtttatactgcagtccggcaaaaaaacggg 3' 
R_p101B2/A2 5' gctagctgtaaagatcatatggatctcgagagttataaacgcagaaag 3' 
R_p117B2/pFABA2 5' tgagctagctgtcaagatctatggatctcgagagttataaacgcagaaag 3' 
R_pFABB2/pFAB0A2 5' gcaaataaattttttgatcatatggatctcgagagttataaacgcagaaag 3' 
p101B2/p117A2_F 5' gcgcctcgagatccatatgatctttacagctagctcagtcctaggtattatg 3' 
p101B2/pFAB100A2_F 5' cgcgctcgagatccatatgatctttacagctagctcagtcctaggtattatg 3' 
p117B2/pFAB100A2_F 5' cgcgctcgagatccatatgatcttgacagctagctcagtcctagggatt 3' 
pFAB100B2/pFAB100A2_F 5' cgcgctcgagatccatatgatcaaaaaatttatttgctttttatcccttgcggcgatataatgtgtg 
gaaaagaggagaaatctagtatgtatccgt 3' 
R za vse 4 5' ggcgcgctgcagtataaacgcagaaaggcccacccgaaggtgagccagtgtgactctagta 
gagagcgttcaccgacaaacaacagataaaacgaaaggcc 3' 
vector R (za phigB2 RFP) 5' cagaaatcatccttagcgaaagc 3' 
vector F (za phigB2 RFP) 5' gctttcgctaaggatgatttctgaattcttgccatctgtacgcttgg 3' 
PCR F (za wt gene) 5' cctttcgttttatttgatgcctggttacgcataatccggcacatcata 3' 
PCR R (za wt gene) 5' gtctcatgagcggatacatatttgaatg 3' 
 
3.1.6 Encimi 
Preglednica 8: Uporabljeni encimi 
Se nadaljuje 
 
Ime Prepoznavno mesto Proizvajalec 
AfeI 5 'AGC↓GCT 3' New England BioLabs (NEB) 
BamHI  5 'G↓GATCC 3' Thermo Fisher 
BsaI 5' GGTCTCN1↓ 3' 
3' CCAGAGN5↑ 5' 
New England BioLabs (NEB) 
EcoRI  5' G↓AATTC 3' Thermo Fisher 
NdeI   5' CA↓TATG 3'   Thermo Fisher 
PstI   5' CTGCA↓G 3'   Thermo Fisher 
SpeI (BcuI) 5' A↓CTAGE 3' New England BioLabs (NEB) 
XhoI   5' C↓TCGAG 3' Thermo Fisher 
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Nadaljevanje Preglednice 8: Uporabljeni encimi 
 
3.1.7 Bakterijski sevi 
Preglednica 9: Sevi Escherichia coli 
Sev Genotip Vir 
TOP 10 F- mcrA Δ (mrr-hsdRMS-mcrBC) ϕ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG 
recA1 araD139 Δ (ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (StrR) endA1 
λ- 
Invitrogen 
DH5α F-/supE44, ΔlacU169 (N80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 
gyrA96, thi-1, relA1 
Zbirka sevov, 
Kemijski inštitut  
 
3.1.8 Raztopine in pufri 
Preglednica 10: Raztopine in pufri s sestavo 
Raztopina ali pufer Sestavine 
pufer PBS 137 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl, 1,8 mM 
KH2PO4  
mešanica dNTP 2,5 mM dATP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP, 2,5 mM dTTP 
raztopljena v dH2O 
1% agarozni gel 1 g agaroze v 100 mL 1x TAE pufra 
50-kratni TAE pufer 242 g Tris, 57,1 ml ledocetne kisline, 100 ml 5 mM EDTA, dH2O 
do 1000 ml, pH 8,0  
6-krati DNK nanašalni pufer 600 μl nanašalnega pufra (40 % glukoze v dH20, 0,25% 
bromfenolmodro, 0,25% ksilencianol), 125 μl 6x LD nanašalnega 
barvila 
Reakcijski pufer za lepljenje po 
Gibsonu 
10 U/μl T5 eksonukleaze, ISO pufer (25 % PEG-8000, 500mM 
Tris-HCl pH 7,5, 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM dATP, 1 
mM dCTP, 1 mM dGTP, 1 mM dTTP, 5 mM NAD), 2 U/μl 
Phusion polimeraze, 40 U/μl Taq ligaze  
 
  
Ime Prepoznavno mesto Proizvajalec 
Ligaza T4 / ThernoFisher 
Ligaza T7 / New England BioLabs (NEB) 
T5 eksonukleaza / ThernoFisher 
DNK polimeraza KAPA HiFi  / Kapa 
DNK polimeraza PhusionHi-Fi / ThernoFisher 
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Preglednica 11: Gojišča s sestavo 
Raztopina ali pufer Sestavine 
LB tekoče gojišče 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) 
LB plošče 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt, 15 g/l agar-
agar) 
LBA plošče 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt, 15 g/l agar-
agar, 50 μg/ml ampicilin) 
 
3.1.10 Komercialni kompleti 
Preglednica 12: Komercialni kompleti 
Naziv kompleta Proizvajalec Uporaba 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher Čiščenje in izolacija fragmentov DNK iz 
agaroznega gela 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Izolacija plazmidne DNK iz bakterijske kulture 
gojene na tekočem LB (miniprepi) 
peqGOLD Gel Extraction kit VWR Čiščenje in izolacija fragmentov DNK iz 
agaroznega gela 
 
3.2 METODE  
3.2.1 Molekulsko kloniranje (priprava genskih konstruktov) 
3.2.1.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
Začetne oligonukleotide smo zdizajnirali v programu Vector NTI in njihovo sintezo naročili 
pri podjetju Integrated DNA Technologies, Inc. Strmeli smo k dolžini od 18 do 22 baznih 
parov in čim bolj podobnim Tm med paroma začetnikov, ki je bila idealno v intervalu od 
55°C do 61°C.  
3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Odseke DNK smo pomnoževali z verižno reakcijo s polimerazo Kappa HiFi ali Phusion Hot 
Start II High- Fidelity polimerazo.  Volumni komponent, časovni in temperaturni profili, ki 
smo jih uporabili pri protokolih za posamezno polimerazo, so navedeni in prikazani v 
sledečih preglednicah ter slikah. 
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Preglednica 13: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s DNK polimerazo KapaHiFi 
Komponenta Založna koncentracija Reakcijski volumen 
Matrična DNK 50 ng/μl 1 μl 
Prvi začetni oligonukleotid 20 μM 1 μl 
Drugi začetni oligonukleotid 20 μM 1 μl 
2x KAPA Hifi HotStart 
ReadyMix 
2x 13 μl 
MQ  10 μl 
Skupni volumen  26 μl 
 
 
Slika 8: Shema poteka verižne reakcije z DNK polimerazo KapaHiFi 
Preglednica 14: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s DNK polimerazo Phusion HSII 
Komponenta Založna koncentracija Reakcijski volumen 
Matrična DNK 50 ng/μl 0,5 μl 
Prvi začetni oligonukleotid 20 μM 0,5 μl 
Drugi začetni oligonukleotid 20 μM 0,5 μl 
5xCG pufer 5x 5 μl 
DMSO  0,5 μl 
dNTP 10mM 2 μl 
Phusion HighFidelity DNA  
polimeraza 
2,5 U/μl  
 
0,35 μl 
MQ  15,65 μl 
Skupni volumen  25 μl 
 
23 
Černoša I. Karakterizacija regulacije modula toksin-antitoksin higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae in vivo. 




Slika 9: Shema poteka verižne reakcije z DNK polimerazo Phusion HSII 
3.2.1.3 PCR na osnovi kolonije 
Za PCR na osnovi kolonije smo namesto izolirane sčiščene DNK uporabili kar celice. S 
sterilnim tipsom smo se dotaknili posamezne sveže precepljene kolonije in smo jo tako 
prenesli v 20 μl MQ. Takšne celice smo 15 minut lizirali pri 98 °C in nato še 5 minut ohlajali 
na 10 °C. Lizirano raztopino smo vaj 2 minuti centrifugirali pri 13,5 obratih na minuto. 2 μl 
supernatanta smo dodali v PCR mešanico predstavljeno v Preglednici 15. 
Preglednica 15: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije za en vzorec 
Komponenta Založna koncentracija Reakcijski volumen 
Supernatant liziranih celic  2 μl 
5xCG pufer 5x 5 μl 
DMSO  0,5 μl 
dNTP 10mM 4 μl 
Prvi začetni oligonukleotid 20 μM 0,25 μl 
Drugi začetni oligonukleotid 20 μM 0,25 μl 
Phusion HighFidelity DNA  
polimeraza 
2,5 U/μl  
 
0,35 μl 
MQ  12,15 μl 
Skupni volumen  25 μl 
 
3.2.1.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Z agarozno elektroforezo smo preverjali uspešnost pomnoževanja DNK in ligacije 
(kontrolna restrikcija) ter ločili PCR pomnožke ter fragmente restrikcije za klasično ligacijo. 
Pri tem smo uporabljali 1-odstotni (w/v) gel. 1g agaroze smo raztopili v 100mL 1xTAE pufra 
s segrevanjem v mikrovalovni pečici, po ohlajanju smo mu dodali 6μl etidijevega bromida 
(10mg/ml) in ga ulili v kadičko z glavnički, da se je strdil. Vzorce smo na gel nanašali z 
dodatkom nanašalnega pufra (6x Purple Gel Loading Dye), ki smo ga z vzorci mešali do 
končne 1x koncentracije. Elektroforezo smo pri napetosti 100-130V pustili teči vsaj pol ure, 
da so se fragmenti primerno ločili. Rezultate smo preverili s slikanjem pod UV lučjo.  
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3.2.1.5 Izolacija in čiščenje fragmentov DNK  
Fragmente DNK pravilne dolžine smo iz gela izrezali in prenesli v mikrocentrifugirke s 
skalpelom. Očistili smo jih z uporabo komercialnega kompleta GeneJET Gel Extraction Kit 
ali peqGOLD Gel Extraction kit po navodilih proizvajalca. 
3.2.1.6 Restrikcija 
Z restrikcijo smo pripravili inserte ter plazmidne vektorje z lepljivimi konci za klasično 
kloniranje ter preverjali pravilnost zgrajevanja konstruktov (t. i. kontrolna restrikcija). 
Pufre smo izbrali glede na aktivnost encimov, če smo hkrati uporabili dva encima, smo si 
pri izbiri pomagali z orodjema Double Digest Finder in Double Digest Calculator podjetji 
NEB in ThermoFisher. Reakcijsko mešanico smo inkubirali pri 37°C. 
 
Rezane PCR produkte smo očistili na kolonah s komercialnim kompletom GeneJET Gel 
Extraction Kit, plazmide vektorje smo po restrikciji pred čiščenjem na kolonah ločili na 
agarozni elektroforezi in tako preverili, ali je njihova dolžina ustrezna v primerjavi z 
nerezanimi plazmidi. Plazmide z lepljivimi konci ustrezne dolžine smo iz gela izrezali ter 
jih očistili z enakim postopkom kot rezane PCR produkte.  
Preglednica 16: Sestava reakcijske mešanice za restrikcijo 
Komponenta Restrikcija Kontrolna restrikcija 
Vektor ali PCR produkt 15 μg 5 μl 
Skupni volumen encimov 2 μl 0,5 μl 
10x Pufer 10 μl 1 μl 
MQ do 100 μl 3,5 μl 
Skupni volumen 100 μl 10 μl 
Čas inkubacije pri 37°C 2 uri 1 ura 
 
3.2.1.7 Ligacija 
Z ligacijo smo zlepili rezane fragmente DNK. Pravilno zaporedje lepljenja smo dosegli z 
dvema metodama, ki obe omogočata lepljenje več fragmentov na enkrat: s klasično ligacijo 
ali ligacijo po Gibsonu, ligacija z metodo Golden Gate pa je bila neuspešna. Za sprotno 
preverjanje specifičnosti ligacije smo vzporedno izvedli back ligacije t.j. ligacije, ki v 
ligacijski mešanici vsebujejo le vektor brez insertov. Ligirane konstrukte smo po poteku 
reakcij s transformacijo vnesli v kompetentne celice.  
3.2.1.7.1 Klasična ligacija 
Pri klasični ligaciji smo z restrikcijskimi encimi ustvarili specifične lepljive konce, ki so 
določali orientacijo lepljenja fragmentov. Med seboj se namreč lepijo le homologni lepljivi 
konci, rezani z enakim restrikcijskimi endonulkeazami. Pri tem smo uporabili ligazo – 
encim, ki tvori kovalentno fosfodiestrsko vez med nukleotidi kompatibilnih fragmentov. 
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Slika 10: Shema klasične ligacije 
V posamezno reakcijsko mešanico smo dali 50ng vektorja, 3μl 5x Rapid ligacijskega pufra 
ter 1μl T4 DNK ligaze. Količino inserta smo izračunali po sledeči enačbi: 
 
 
minsert = (3 x mvektor  x dolžina inserta (bp)) / dolžina vektorja (bp)                     .... (1) 
 
 
Do končnega volumna 15 μl smo dodali MQ in inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi.  
3.2.1.7.2 Ligacija po Gibsonu 
Druga metoda lepljenja fragmentov, ki smo jo uporabili, je bila ligacija po Gibsonu, za 
katero smo morali na fragmentih DNK načrtovati homologne konce. Le-te smo na fragmente 
uvedli v verižni reakciji s polimerazo z začetnimi oligonukleotidi načrtovanimi v programu 
SnapGene. Po PCR reakciji smo fragmente ločili na agarozni elektroforezi in jih izolirali iz 
gela. V 15μl ligacijske mešanice (sestava navedena v Preglednici 10) smo dali 30 ng 
posameznega fragmenta (skupaj do 100 ng na reakcijo v masnem razmerju 1:1) in jo eno uro 
inkubirali pri 50 °C brez stresanja. Med inkubacijo je T5 eksonukleaza z degradacijo 5' 
koncev dvoverižne DNK ustvarila lepljive konce na fragmentih DNK, homologni konci 
DNK so se nato spontano prilegali, Phusion polimeraza je z dodajanjem dNTP poskrbela za 
zapolnitev enoverižnih delov DNK, Taq DNK ligaza pa je s tvorbo kovalentih vezi zapolnila 
zareze med DNK fragmenti.  
26 
Černoša I. Karakterizacija regulacije modula toksin-antitoksin higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae in vivo. 




Slika 11: Shema ligacije po Gibsonu 
3.2.1.7.3 Ligacija z metodo Golden Gate 
Za lepljenje fragmentov z metodo Golden Gate smo vse lepljive konce pripravili z 
restrikcijskim encimom BsaI, ki reže DNK pet nukleotidov izven svojega prepoznavnega 
mesta na 3'-koncu DNK in en nukleotid izven svojega prepoznavnega mesta na 5'-koncu 
DNK. S tem smo se želeli izogniti vrzelim, ki nastanejo zaradi restrikcijskih mest pri klasični 
ligaciji. Fragmente smo načrtovali tako, da so imeli previsne homologne konce, ki so 
omogočali ligacijo modulov v želenem zaporedju. Ligacijsko mešanico z inserti in 
vektorjem (sestava navedena v Preglednici 17) smo prestavili v ciklični termostat, kjer smo 
jo dvajsset ciklov izmenično pet minut segrevali na temperaturo 37 °C, pri kateri je bila bolj 
aktivna restrikcijska endonukleaza, in jo pet minut ohlajali na temperaturo 20 °C, pri kateri 
je bila bolj aktivna ligaza T7. Ligacija in restrikcija sta lahko potekali izmenično, saj so bila 
prepoznavna mesta za BsaI načrtovana na koncih fragmentov in jih v ligiranih produktih ni 
bilo.  
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Preglednica 17: Sestava reakcijske mešanice za ligacijo z metodo GoldenGate 
Komponenta Založna koncentracija Reakcijski volumen 
Vektor pMB1 100 ng/μl 0,7 μl 
Posamezen insert 100 ng/μl 0,7 μl 
NEB4 pufer 10x 1 μl 
BSA 10x 1 μl 
ATP 50mM 0,2 μl 
T7 ligaza 3000 U/μl 0,25 μl 
BsaI 20 U/μl  0,75 μl 
MQ  do 10  μl 
Skupni volumen  10 μl 
 
 
Slika 12: Shema ligacije z metodo Golden Gate 
3.2.1.8 Transformacija kompetentnih celic Escherichia coli  
Z metodo toplotnega šoka smo vnesli DNK v kompetentne celice DH5α ali TOP10. 200 μl 
celic, shranjenih na -80 °C, smo 30 minut odtajali na ledu in jim nato dodali 50 ng plazmida 
ali 15 μl ligacijske mešanice. Pred toplotnim šokom, ki v membrani povzroči nastanek por, 
ki omogočijo vstop nove DNK v celice, smo mešanico inkubirali dodatnih 30 minut na ledu. 
Toplotni šok je 4 minute potekal pri 42 °C, za regeneracijo smo v vsako mešanico dodali 1 
ml setilnega LB gojišča in jih inkubirali vsaj 1 uro pri 37 °C s tresenjem na 350 obratih na 
minuto (rpm). Po inkubaciji smo celice 3 minute centrifugirali pri 7000 obratih na minuto in 
odstranili 1 ml gojišča. Pelet celic smo razbili z mešanjem s pipeto ter resuspendirane celice 
razmazali na ploščo z LB, LBA ali LB z dodatkom drugega antibiotika (odvisno od 
rezistence, ki jo je nosil vstavljeni plazmid) in plošče inkubirali čez noč na 37 °C. Naslednji 
dan smo posamezne kolonije precepili v miniprepe (10 mililitrsko tekoče LB gojišče) z 
dodatkom 10 μl ustreznega anibiotika in jih namnoževali čez noč pri 160 obratih na minuto 
na 37 °C. Plošče smo v hladilniku na 4 °C hranili največ mesec in pol.  
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3.2.1.9 Izolacija in merjenje koncentracije plazmidne DNK 
Za izolacijo smo uporabili komercialni komplet GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Scientific) po navodilih proizvajalca. Koncentracijo in čistost izolirane DNK smo merili s  
spektrofotometrom NanoDrop.  
3.2.1.10 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Uspešnost ligacije in dolžino vstavljenega nukleotidnega zaporedja smo preverjali s 
kontrolno restrikcijo. Konstrukte smo na sekvenciranje po Sangerju pošiljali podjetju GATC 
Biotech tako, da smo zmešali po 1,25 μl vsakega oligonukleotidnega začetnika koncentracije 
20 μM, 500 ng DNK ter dodali MQ do volumna 10 μl.  
3.2.2 Gojenje celic in merjenje izražanja RFP 
3.2.2.1 Priprava gojišč 
Natehtali smo ustrezno količino mešanice LB proizvajalca Sigma-Aldrich in jo v 
erlenmajerici z uporabo mešala raztopili s MQ, da je bila končna koncentracija 25 g/l ali pa 
smo natehtali 10 g/l triprona, 10 g/l NaCl (po Millerju) in 5 g/l kvasnega izvlečka in jih 
enako raztopili v ustrezni količini MQ. Gojiščem smo po sterilizaciji z avtoklavom s paro  
hranili na sobni temperaturi in jim šele tik pred inokulacijo dodali antibiotike do končne 
koncentracije 50 μg/ml.  
 
Za trdna gojišča smo dodali agar in gojišče po sterilizaciji in dodatku antibiotikov vlili v 
sterilne petrijevke.  
 
3.2.2.2 Gojenje celic 
Celice smo v splošnem gojili v inkubatorji na 37 °C, tekoča gojišča pri stresanju (približno 
160 obratov na minuto) v erlenmajericah ali miniprepih.  
 
Pred merjenjem izražanja RFP smo zaradi velikega števila sevov in ponovitev (vsaj 5 
ponovitev na sev) celice gojili na ploščah s 24 vdolbinami, kjer je bil volumen gojišča v 
vdolbini 1 ml. Da bi zmanjšali standardni odklon med sevi, smo najprej čez noč do 
stacionarne faze seve gojili v miniprepih in nato 10-kratnim redčitvam izmerili OD. Iz OD 
smo preračunali volumne sevov, ki smo jih precepljali na plošče s 24 vdolbinami do končne 
koncentracije 0,05 po naslednji formuli: 
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Plošče smo gojili na 37 °C pri stresanju približno 200 obratov na minuto. 100 μl vsakega 
seva smo vzorčili po štirih, štirinajstih in dvaindvajsetih urah gojenja, jih centrifugirali 4 
minute pri 7000 obratih na minuto, odstranili gojišče LB (saj moti meritev OD), pelet celic 
resuspendirali s pipeto v 1000 μl sterilnega PBS pufra, da smo jih desetkrat redčili. 200 μl 
vsakega vzorca smo prenesli na prozorne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami za merjenje 
absorbance in črne NBS mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami za merjenje fluorescence.   
3.2.2.3 Fluorescenčna spektroskopija 
Izražanje mRFP smo spremljali z napravo za merjenje absorbance in fluorescence (Synergy 
MX Microplate Reader). Vsakemu vzorcu smo izmerili fluorescenco in absorbanco, pred 
meritvijo smo plošče 30 sekund mešali. Vpadna svetloba za meritve fluorescence je bila 
valovne dolžine 585 nm, izsevno svetlobo smo merili pri 610 nm.  
 
Tehnične ponovitve (dve meritvi vsake plošče) in biološke ponovitve (merjenih petih kolonij 
vsakega seva) smo po normalizaciji fluorescence na absorbanco povprečili. Vsem meritvam 
smo odšteli ozadje (PBS brez celic). Dobljene vrednosti so predstavljene v Prilogi D. 
Intervale merjenja smo določili glede na predhodne meritve. S heteroskedastičnnim 
dvostranskim t-testom za neodvisna vzorca smo preverili, ali se pari vzorcev kljub variaciji 
razlikujejo (rezultati v Prilogi E). 
3.2.3 Sterilizacija steklovine, raztopin in gojišč 
Toplotno neobčutljiv laboratorijski material smo 20 minut sterilizirali v avtoklavu s paro pri 
121 °C pod 1,2 bara zračnenega pritiska.  
 
3.2.4 Merjenje perzistence celic 
Seve smo pripravili s transformacijo plazmidov v celice DH5α in kolonije po prekonočni 
inkubaciji na LB ali LBA ploščah (le za seve brez rezistence smo uporabili LB) pri 37 °C 
precepili na tekoči medij LB ali LBA. Vzorce smo po inkubiraciji, ki je trajala 12−16 ur pri 
37 °C, s stresanjem desetkrat redčili in pomerili OD iz katerega smo preračunali volumen 
vsakega seva, ki ga moramo precepiti v erlenmajerice s 100 ml sterilnega LB ali LBA gojišča 
za začetno koncentracijo 0,05.  Po treh urah inkubacije pri 37 °C s stresanjem smo vzorčili 
1 ml pretretiranega vzorca, dodali 5 μg/mL oflaksacina raztopljenega v 0,1 M NaOH in 
nadaljevali z inkubacijo. Nadaljnje enomililitrske vzorce smo odvzeli 1, 2, 3 in 5 ur po 
dodatku antibiotika. Da bi odstranili oflaksacin, ki se je vezal na zunanjost bakterij in bi 
lahko zaviral njihovo rast, smo po vzorčenju vsak vzorec centifugirali 5 minut pri 7000 
obratih na minuto, odstranili supernatant, celice s pipeto resuspendirali v 1 ml LB, postopek 
ponovili in celice resuspendirali v PBS. Celice smo pred nanosom na LB ali LBA plošče 
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CFU/ml = število kolonij v vzorcu /  
                             (redčitev vzorca x volumen precepljenega gojišča (ml))                     ...(3)  
 
 
Kolonije smo šteli pri različnih redčitvah, rezultati so predstavljeni v preglednicah D2 in D3 
v Prilogi D. Za izračun CFU smo uporabili števne plošče ali plošče, ki so bile po številu 
kolonij najbližje števnosti. 
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4 REZULTATI  
Načrtovali smo vektorske konstrukte, s katerimi bi dobili vpogled v vpliv koncentracijskih 
razmerji med toksinom in antitoksinom na izražanje modula. Za enostavno sledenje 
transkripcijske aktivnosti smo se odločili za uporabo zapisa za RFP pod nadzorom operatorja 
modula, zaradi lažje izolacije in transformacije smo izbrali plazmid pSB1A3 s 100−300 
kopijami na celico.  
 
Različna koncentracijska razmerja toksina in antitoksina smo dosegli z uporabo različno 
močnih promotorjev. Trije različno močni promotorji (p117 – šibek promotor, p101 – 
srednje močen promotor, pFAB100 – močen promotor) so nam omogočili vpogled v devet 
različnih koncentracijskih razmerji toksina HigB2 in antitoksina HigA2 (Slika 13). Ker smo 
se želeli izogniti vplivu toksina na metabolizem celic, smo uporabljali zapis za HigB2 brez 
endonukleazne aktivnosti (Hadži in sod., 2017). Ob pribitku toksina (toksin pod močnejšim 
promotorjem od antitoksina) smo pričakovali večjo ekspresijo RFP, ob pribitku antitoksina 
(antitoksin pod močnejšim promotorjem od toksina) pa represijo izražanja (Slika 14).  
 
 
Slika 13: Princip karakterizacije modula toksin-antitoksin higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae in vivo 
Pri podjetju GeneScript smo za izdelavo sevov naročili konstrukte vseh kombinacij 
promotorjev in proteinov, opisanih v materialih, ki so bili načrtovani za kloniranje z metodo 
Golde Gate, a smo pri rezanju in združevanju konstruktov naleteli na težave, ki jih bomo 
opisali v naslednjih poglavjih.  
 
Za določanje vloge intrinzično nestrukturirane N-končne domene HigA2 pri regulaciji 
modula smo skonstruirali vektorje z antitoksinom brez N-končne domene z istimi 
kombinacijami promotorjev s toksinom HigB2 kot prej omenjene antitoksine HigA2 z N-
končno domeno. Shema regulacije modula higBA2 ob odsotnosti intrinzično nestrukturirane 
N-končne domene antitoksina je v Prilogi C. 
 
Zmožnost antitoksina HigA2, da represira modul higBA2, smo se odločili preučiti z 
načrtovanjem sevov brez HigB2, torej le z zapisom za RFP pod operatorjem modula higBA2 
in antitoksinom HigA2 z in brez intrinzično nestrukturirane N-končne domene ,s tremi 
različno močnimi promotorji.    
 
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili sev RFP, ki je vseboval plazmid z zapisom za RFP 
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Slika 14: Pregled načrtovanih sevov s toksinom in antitoksinom z  različno močnimi promotorji in njihovih 
vplivov na ekspresijo RFP 
Za merjenje perzistence smo uporabili seva wt in decup z aktivnimi toksini. Kot nakazuje že 
samo ime, wt sev vsebuje zapise za HigB2 in HigA2, identične tistim v divjem tipu V. 
cholerae. Sev decup vsebuje v toksin-vezavni domeni antitoksina HigA2 mutacije v 
aminokislinskih ostankih, ki se ne dotikajo toksina, zaradi katerih postane intrinzično 
nestrukturirana regija antitoksina negativno nabita in se ne more več vezati na negativno 
nabito DNK, ohrani pa interakcije s toksinom (shema v Prilogi C). S tem se regulacija 
modula spremeni iz pogojno kooperativne v navadno negativno regulacijo (Slika 15), kjer 
je aktivnost modula odvisna le od koncentracije antitoksina, ki kljub mutacijam ohrani 
zmožnost šibkejše represije. Primerjava seva decup s sevi brez N-končne domene antitoksina 
je opisana v Prilogi C. 
 
 
Slika 15: Sprememba regulacijskega profila modula higBA2 po mutacijah, ki preprečijo interakcije antitoksina 
s toksinom pri sevu decup  
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4.1 PRIDOBLJENI SEVI 
Med projektom smo pripravili 21 različnih sevov DH5α s konstrukti v plazmidu pSB1A3 
(plazmid z velikim številom kopij na celico) predstavljenih v Preglednici 18. Vsi sevi razen 
seva Ø vsebujejo zapis za mRFP1 (monomerni rdeči konstitutiutivno fluorescenčni protein) 
pod nadzorom promotorja phigB2, na katerega se veže antitoksin HigA2 in ga tako represira. 
Zapis za toksin HigB2 in antitoksin HigA2 (z ali brez N-končne domene) sta pod ločenimi 
različno močnimi promotorji. Splošna shema konstruktov je prikazana na sliki 16. Celotna 
nukleotidna zaporedja elementov so zbrana v Prilogi B. V vseh poizkusih, razen v poizkusih 
z wt modulom, kjer smo merili perzistenco celic, smo uporabili toksin HigB2 z mutacijami 
v ostankih aktivnega mesta, zaradi katerih HigB2 ni imel endonukleazne aktivnosti (Hadži 
in sod., 2017). Takšen toksin se še zmeraj veže na ribosom, a ne reže nastajajoče mRNK. 
 
Slika 16: Plazmidna mapa konstruktov 
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Preglednica 18: Pregled pridobljenih sevov z opisi 
Naziv seva Opis 
117B2/117A2 Sev z zapisoma za toksin HigB2 in antitoksin HigA2 pod šibkima 
promotorjema 
117B2/101A2 Sev z zapisom za toksin HigB2 pod šibkim promotorjem in antitoksin 
HigA2 pod srednje močnim promotorjem 
101B2/101A2 Sev z zapisoma za toksin HigB2 in antitoksin HigA2 pod srednje 
močnima promotorjema 
FAB100B2/117A2 Sev z zapisom za toksin HigB2 pod močnim promotorjem in 
antitoksin HigA2 pod šibkem promotorjem 
FAB100B2/101A2 Sev z zapisom za toksin HigB2 pod močnim promotorjem in 
antitoksin HigA2 pod srednje močnim promotorjem 
117B2/117A2-ΔN Sev z zapisoma za toksin HigB2 in antitoksin HigA2 brez N-končne 
domene pod šibkima  promotorjema 
117B2/101A2-ΔN Sev z zapisom za toksin HigB2 pod šibkim promotorjem in antitoksin 
HigA2 brez N-končne domene pod srednje močnim promotorjem 
117B2/ FAB100A2- ΔN Sev z zapisom za toksin HigB2 pod šibkim  promotorjem in 
antitoksin HigA2 brez N-končne domene pod močnim promotorjem 
101B2/101A2-ΔN Sev z zapisom za toksin HigB2 in antitoksin HigA2 brez N-končne 
domene pod srednje močnima promotorjema 
101B2/ FAB100A2- ΔN Sev z zapisom za toksin HigB2 pod srednje močnim promotorjem in 
antitoksin HigA2 brez N-končne domene pod močnim promotorjem 
FAB100B2/117A2-ΔN Sev z zapisom za toksin HigB2 pod močnim promotorjem in 
antitoksin HigA2 brez N-končne domene pod šibkim promotorjem 
FAB100B2/FAB100A2- ΔN Sev z zapisoma za toksin HigB2 in antitoksin HigA2 brez N-končne 
domene pod močnima promotorjema 
117A2 Sev z zapisom za antitoksin HigA2 pod šibkim promotorjem 
101A2 Sev z zapisom za antitoksin HigA2 pod srednje močnim promotorjem 
117A2-ΔN Sev z zapisom za antitoksin HigA2 brez N-končne domene pod 
šibkim promotorjem 
101A2-ΔN Sev z zapisom za antitoksin HigA2 brez N-končne domene pod 
srednje močnim promotorjem 
FAB100A2- ΔN Sev z zapisom za antitoksin HigA2 brez N-končne domene pod 
močnim promotorjem 
RFP Sev brez zapisov za toskin HigB2 in antitoksin HigA2 
G4 - decup Sev z zapisom za  modul higBA2 z mutacijami v zapisu N- končne 
toksin vezavni domeni antitoksina HigA2  
F4 – wt Sev z zapisom za modul higBA2 s toksinom z endonukleazno 
aktivnostjo 
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4.2 ANALIZA REGULACIJE MODULA higBA2  
Delovanje modula higBA2 je nadzorovano z negativno kooperativnostjo, kjer je moč 
represije operona z antitoksinom HigA2 odvisna od molskega razmerja med toksinom 
HigB2 in antitoksinom HigA2. Ob pribitku toksina smo pričakovali slabšo represijo modula 
higBA2, ob pribitku antitoksina pa močnejšo. Takšno obnašanje je posledica antitoksinove 
intrinzično nestrukturirane N-končne domene, ki se izključujoče veže na toksin ali pa 
sodeluje pri represiji operatorja. Ob odstranitvi intrinzično nestrukturirane N-končne 
domene stehiometrično razmerje med toksinom in antitoksinom ne vpliva več na vezavo 
antitoksina HigA2 na operatorsko regijo higBA2.  
 
Pri vseh meritvah smo kot pozitivno kontrolo izražanja RFP uporabili sev RFP, ki je 
vseboval plazmid pSB1A3 z zapisom za mRFP pod operatorjem phigB2, kot negativno 
kontrolo pa sev Ø, ki so ga predstavljale celice DH5α brez plazmida pSB1A3.  
 
Po štirih urah inkubacije se je pri vseh meritvah izrazilo le malo RFP. Posledično so pri teh 
meritvah razlike med sevi minimalne in standardni odkloni veliki. Po štirinajstih urah 
inkubacije so celice že vstopile v stacionarno fazo, gostota celic do meritve osem ur kasneje 
ni več veliko narastla.  
 
Nepričakovano smo opazili, da imajo sevi z antitoksinom pod šibkim promotorjem 
(117B2/117A2, 117A2/117B2-ΔN in  FAB100B2/117A2-ΔN) večjo ekspresijo RFP kot 
pozitivna kontrola, ki ne vsebuje zapisa za antitoksin (RFP). Zaradi suma, da je do teh 
rezultatov prišlo zaradi nepravilnosti v zapisu plazmida pSB1A3, smo plazmida sevov RFP 
in 117B2/117A2 posekvencirali v celoti, a v njiju ni bilo mutacij.  
4.2.1 Antitoksin kot represor operona higBA2  
Antitoksin HigA2 se s C-končno vezavno domeno šibko veže na operator modula higBA2, 
prosta N-končna domena HigA2 lahko z vezavo na DNK-vezavno mesto C-končne domene 
spremeni njegovo konformacijo in ojača njegovo vezavo na operator. Celoten antitoksin 
HigA2 v odsotnosti toksina HigB2 je tako močen represor modula higBA2. V višjih 
koncentracijah (izražan pod močnim promotorjem pFAB100) bi ekspresijo RFP moral 
represirati močno, v nižjih koncentracijah (izražan  pod šibkim promotorjem p117) bi 
ekspresijo RFP moral represirati šibko. Za preverjanje opisane hipoteze smo uporabili seve 
117A2, 101A2, 117A2-ΔN, 101A2-ΔN in FAB100A2-ΔN, ki vsebujejo le zapis za RFP pod 
phigB2 in HigA2 ali HigA2-ΔN z različno močnimi promotorji.  
 
Po štirih urah inkubacije razlik v ekspresiji RFP med sevoma 117A2 in 101A2 ni, represija 
phigB2 pa je  pri obeh močna, saj se RFP izraža trikrat slabše kot pri pozitivni kontroli (Slika 
17).  
 
Razlike v povprečni fluorescenci po 4 urah gojenja pri vseh sevih so velike zaradi nizkih 
vrednosti fluorescence in optične gostote. Pri tako nizkih vrednostih del razlik izhaja iz razlik 
med zaporednima meritvama (tehnični ponovitvi), torej zaradi natančnosti naprave. To je 
razvidno iz standardne napake pri negativni kontroli, ki RFP sploh ne izraža. Absolutne 
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vrednosti fluorescence so nižje od 100 enot, tehničini ponovitvi meritve ozadja (vzorca, ki 
vsebuje samo gojišče PBS) pa se razlikujeta za 30 enot.  
  
 
Slika 17: Represija izražanja RFP z antitoksinom z in brez N-končne intrinzično nestrukturirane domene po 4 
urah inkubacije pri sevih brez toksina 
Deset ur kasneje je izražanje RFP pri sevu z antitoksinom pod šibkim promotorjem naraslo, 
pri srednje močnem promotorju je izražanje popolnoma represirano (v rangu negativne 
kontrole). Normalizirana fluorescenca seva 117A2 je nižja od fluorescence po štirih urah 
gojenja (Preglednica D1 v Prilogi D), saj je optična gostota sevov tem času narasla 
eksponentno, fluorescenca pa je naraščala počasneje. Seva FAB100A2 sicer nismo uspeli 
pripraviti, ampak glede na skoraj popolno represijo že pri srednje močnem izražanju 
antitoksina, bi pri tem sevu pričakovali zelo nizko fluorescenco (Slika 18).  
 
Slika 18: Represija izražanja RFP z antitoksinom z in brez N-končne intrinzično nestrukturirane domene po 14 
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Represija promotorja phiB2 je pri srednje močnem izražanju HigA2 tako močna, da 
ekspresija RFP od merjenja po štirinajstih urah inkubacije do merjenja osem ur kasneje ne 
naraste (Preglednica D1 v Prilogi D). Šibko izražanje antitoksina prepušča nekaj ekspresije 
RFP (Slika 19). To potrjuje, da je antitoksin HigB2 močen represor operona higBA2.   
 
Slika 19: Represija izražanja RFP z antitoksinom z in brez N-končne intrinzično nestrukturirane domene po 22 
urah inkubacije pri sevih brez toksina 
4.2.2 Negativna kooperativnost 
Za negativno kooperativnost je, tako kot za pogojno kooperativnost, značilno, da molsko 
razmerje med toksinom in antitoksinom vpliva na represijo modula. Ob zviševanju 
koncentracij toksina v primerjavi s koncentracijami antitoksina (npr. HigB2 pod močnim 
promotorjem pFAB100 in HigA2 pod šibkim promotorjem p117) smo pričakovali slabšanje 
represije modula higBA2, ob pribitku antitoksina (npr. HigA2 pod srednje močnim 
promotorjem p101 in HigB2 pod šibkim promotorjem p117) pa močno represijo. 
Dokazovanje obeh hipotez je bilo na osnovi naših rezultatov nekoliko oteženo, saj bi za 
celovito interpretacijo potrebovali antitoksin HigA2 pod močnim promotorjem pFAB100, 
ki ga žal nismo uspeli pripraviti, ter sev 101B2/117A2.  
4.2.2.1 Pribitek toksina 
Po gojenju po štirih urah ponovno opazimo velike standardne odklone. Kot že komentirano 
v prejšnjem poglavju, so takšni odkloni posledica nizke absolutne fluorescence, ki jo pri 
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Slika 20: Graf represije izražanja RFP pri prebitku toksina po 4 urah inkubacije 
Kljub odsotnosti seva s toksinom pod srednje močnim promotorjem in antitoksinom pod 
šibkim promotorjem (101B2/117A2) se nakazuje, da pribitek toksina ne zmanjša represije 
modula (Slika 21). Sev s pribitkom toksina (FAB100B2/117A2) ima, v nasprotju s 
pričakovanji, nižjo ekspresijo RFP kot sev s šibkim izražanjem toksina in antitoksina 
(117B2/117A2).    
Glede na ekspresijo pri sevih z antitoksinom s šibkim izražanjem (117A2) po štirinajstih 
urah inkubacije pribitek toksina tako ne zmanjša represije, pri srednje močnem izražanju 
antitoksina je ekspresija RFP pri prebitku toksina (FAB100B2/101A2) podobna ekspresiji 
pri pribitku antitoksina (117B2/101A2) (Slika 21). Fluorescenca vzorcev z zmernim 
izražanjem toksina in antitoksina (101B2/101A2) je nepričakovano nižja od izmerjene po 
štirih urah inkubacije.  
Zanimivo je, da sev z manjšim pribitkom toksina (FAB100B2/101A2) izraža RFP močneje 
kot sev z večjim pribitkom toksina (FAB100B2/117A2) (Slika 21 in 22). 
Prisotnost toksina tudi v najmanjših koncentracijah (117B2/117A2) zmanjša možnost 
represije antitoksina HigA2 v primerjavi s sevom 117A2, ki ne proizvaja toksina HigB2. Pri 
srednje močnem izražanju toksina je izražanje RFP pri sevu s toksinom (101B2/101A2) 
večje kot pri sevu brez toksina (101A2) (Slika 21). Očitno je prisotnost, in ne pribitek, 
toksina tista, ki zmanjša zmožnost antitoksina HigA2 za represijo operona modula higBA2. 
Pri sevu s srednje močnim izražanjem antitoksina brez toksina (101A2) je izražanje RFP 
zelo močno represirano, pri dveh sevih, ki izražata toksin različno močno (117B2/101A2 in 
FAB100B2/101A2), je represija šibkejša (Slika 21). Glede na to, da intrinzično 
nestrukturirana N-končna domena antitoksina HigA2 sodeluje pri represiji modula (Slika 18 
in 19), to potrjuje, da se le-ta veže na toksin, vezava v kompleks HigBA2 pa zmanjša 
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Slika 21: Graf  represije izražanja RFP pri prebitku toksina po 14 urah inkubacije 
Ob nadaljnjem gojenju fluorescenca seva z nizkim izražanjem toksina in antitoksina 
(117B2/117A) naraste na skoraj ena in polkratno  vrednost izražanja pozitivne kontrole 
(Slika 22). Izražanje RFP pri sevu 101B2/101A2 je še zmeraj minimalno. Dejstvo, da nam 
za meritve ni uspelo pripraviti sevov z antitoksinom pod najmočnejšim promotorjem 
(FAB100A2), analize te hipoteze ne ovira, saj pri njih pribitka toksina ne bi mogli opazovati. 
Naše meritve nakazujejo na trend nasproten naši hipotezi, saj je pri prebitku toksina represija 
modula higBA2 močnejša. Da bi preverili, ali sam neaktiven toksin vpliva na ekspresijo, bi 
morali proizvesti še seve, ki bi vsebovali samo zapis za toksin z  različno močnimi promotorji 
ter RFP z  operatorjem modula higBA2.  
Sev z največjim pribitkom toksina (FAB100B2/117A2) po dvaindvajsetih urah gojenja 
izraža RFP slabše kakor sev z enako močnim izražanjem antitoksina brez toksina (117A2) 
(Slika 22). Velik pribitek toksina tako očitno ojača zmožnost HigA2 za represijo, čeprav bi 
pri prebitku toksina ob nizkih koncentracijah antitoksina pričakovali, da bo operator 
popolnoma prost, saj ima antitoksin večjo afiniteto HigA2 za toksin HigB2 kot za operator 
phigBA2. Pri nizkih koncentracijah toksina in antitoksina namreč ne nastane niti dovolj 
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Slika 22: Graf represije izražanja RFP pri prebitku toksina po 22 urah inkubacije 
Rezultati so še posebej nepričakovani, saj je bila v predhodnih poskusih in vitro pri 
standardnih pogojih dokazana zmanjšana afiniteta kompleksa HigBA2 za operator modula 
higBA2 v primerjavi z antitoksinom HigA2 (Hadži, 2015). Pri pribitku toksina smo 
pričakovali vezavo toksina HigB2 na N-končne domene vseh prisotnih molekul antitoksina 
HigA2 in tako zmanjšano represijo modula higBA2. Glede na naše rezultate takšna dinamika 
proteinov ni prisotna in vivo, nanjo morda vpliva višja temperatura gojenja (37° C) kot pri 
standardnih pogojih (25° C) ali pa druge molekule, prisotne v celicah. Ker smo v poizkusih 
uporabili toksine HigB2 brez endonukleazne aktivnosti in je bil padec optične gostote po 
dvaindvajsetih urah gojenja podoben pri večini sevov (Slika 23 in Poglavje 5.2.1), na 
zmanjšanje represije ni vplivala slabša živost celic.   
Nenavadno obnašanje seva 101B2/101A2 bi lahko kljub normalizaciji rezultatov na optično 
gostoto povzročala zelo slaba rast seva, a temu ni tako, saj optična gostota tega seva po 
štirinajstih urah inkubacije naraste (Slika 23). Če primerjamo njegovo rast z rastjo seva 
117B2/101A2, je njegova rast primerljiva,  zato ne razloži padca fluorescence. Ker smo 
nizko fluorescenco izmerili v obeh poznejših merjenjih in pri nobeni izmed meritev ni bilo 
velikega standardnega odklona, lahko kot vzrok takšnih meritev izključimo napake v 
pipetiranju. Iz Slike 23 je možno razbrati, da fluorescenca po vstopu celic v stacionarno fazo 
celo pade. Padec bi lahko povzročila razgradnja RFP s proteazami, a RFP velja za enega 
izmed proteinov, ki so zelo odporni na proteolizo. Do podobnega padca ekspresije RFP kljub 
zmanjšani gostoti celic zaradi najverjetnejšega vstopa celic v fazo odmiranja po 
dvaindvajsetih urah gojenja ne pride pri sevu 117B2/101A2. ,Celo več fluorescenca med 
zadnjima dvema meritvama še nekoliko naraste, torej je malo verjetno, da bi bila proteoliza 
pri sevu 101B2/101A2 tista, ki bi preprečevala njegovo izražanje. Ker je standardni odklon 
flurescence seva 101B2/101A2 pri meritvi po štirih urah dokaj velik glede na meritev, je 
možno, da je kasnejši padec le navidezen zaradi nezanesljive prve meritve. Padec bi lahko 
povzročil tudi skupek minimalne proteolize in naraščanja gostote ter posledičnega redčenja 
fluorescence pri normalizaciji. Plazmid 101B2/101A2 bi bilo za izločitev napak v operaterju 
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Padec fluorescence seva FAB100B2/101A2 po dvaindvajsetih urah gojenja bi lahko bil 
povezan z optično gostoto, ki pa se za razliko od drugih sevov po štirinajstih urah inkubacije 
ne zmanjša (Slika 23 in 34).  
Vsekakor naši rezultati nakazujejo na še neznan mehanizem, s katerim toksin HigB2 v 
visokih koncentracijah ojača zmožnost antitoksina HigA2 za represijo modula higBA2, ki ni 
povezan s toksinovo endonukleazno aktivnostjo. Pri nizkih koncentracijah pa toksin HigB2 
zmanjša zmožnost antitoksina HigA2 za represijo modula higBA2 (Slika 37) v primerjavi z 
antitoksinom v odsotnosti toksina.  
 
 
Slika 23: Primerjava naraščanja optične gostote in normalizirane fluorescence sevov 117B2/101A2 (pribitek 
antitoksina), 101B2/101A2 in 117B2/101A2 (pribitek toksina) s časom inkubacije 
Primerjava normaliziranih in absolutnih vrednosti fluorescence (Slika 24) pokaže, da za 
padec fluorescence seva FAB100B2/101A2 po dvaindvajsetih urah gojenja ni odgovorna 
normalizacija z optično gostoto. Ravno nasprotno pri sevu 117B2/101A2 normalizacija 
povzroči naraščanje fluorescence po dvaindvajsetih urah gojenja zaradi padca optične 
gostote na intervalu od štirinajst do dvaindvajset ur inkubacije. Takšen vpliv normalizacije 
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Slika 24 Primerjava naraščanja absolutne in normalizirane fluorescence sevov 117B2/101A2 (pribitek 
antitoksina), 101B2/101A2 in 117B2/101A2 (pribitek toksina) s časom inkubacije 
4.2.2.2 Pribitek antitoksina  
Represija modula higBA2 je ob pribitku antitoksina že po štirih urah gojenja pričakovano 
močnejša pri sevu s šibkim izražanjem toksina (117B2/101A2) (Slika 25). Sevov z 
antitoksinom pod najmočnejšim promotorjem (FAB100A2) nam ni uspelo pripraviti, ampak 
bi ti, glede na naše rezultate, tako ali tako imeli pričakovano zelo nizko ekspresijo RFP. 
 
Slika 25: Graf izražanja RFP pri prebitku antitoksina po 4 urah inkubacije 
Razlika v ekspresiji med sevoma s šibkim izražanjem toksina se po daljši inkubaciji še 
poveča (Slika 26). Nepričakovano ekspresija seva FAB100B2/101A2 naraste bolj kot 
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nobenem izmed teh dveh sevov ni pribitka antitoksina, bi pričakovali, da ob večji ekspresiji 
antitoksina nastaja več kompleksa HigBA2 z zmožnostjo šibke ekspresije operona, ki bi 
znižal ekspresijo RFP. Meritev fluorescence seva FAB100B2/101A2 ima veliko večji 
standardni odklon kot meritev fluorescence seva FAB100B2/117A2 in rezultati tako niso 
zanesljivi. 
Nizko ekspresijo RFP pri sevu 101B2/101A2 po štirinajstih urah gojenja smo obravnavali v 
prejšnjem poglavju.  
 
Slika 26: Graf represije izražanja RFP pri prebitku antitoksina po 14 urah inkubacije 
Standardni odklon meritve fluorescence seva FAB100B2/101A2 je po dvaindvajsetih urah 
inkubacije manjši in tako ne razloži dvakrat višje ekspresije RFP v primerjavi s sevom 
FAB100B2/117A2 (Slika 27). Tudi tukaj kaže, da je pri prebitku toksina, ki je prisoten pri 
sevu  FAB100B2/117A2, represija močnejša  kot pri ekvivalentnih koncentracijah toksina 
HigB2 in antitoksina HigA2 in ne šibkejša, kot smo predvidevali v hipotezah. Pri sevih z 
najšibkejšim izražanjem toksina vidimo, da že majhen pribitek antitoksina povzroči velik 
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Slika 27: Graf represije  izražanja RFP pri prebitku antitoksina po 22 urah inkubacije 
4.2.3 Vloga intrinzično nestrukturirane N-končne domene 
Intrinzično nestrukturirana N-končna domena antitoksina je tista, ki povzroča negativno 
kooperativnost, saj se ali izključujoče veže na toksin HigB2in ga s tem nevtralizira ali se 
veže na operator modula higBA2 in ga z vezavo represira (Slika 3).  
 
Brez intrinzično nestrukturirane N-končne domene antitoksin predvideno ne bi smel tvoriti 
kompleksa s toksinom (Priloga C) in tako razmerje med toksinom HigB2 in antitoksinom 
HigA2 ne bi več vplivalo na ekspresijo. Antitoksin HigA2 bi, kljub odsotnosti N-končne 
domene, še zmeraj moral šibko represirati promotor modula higBA2. Pri sevih, ki vsebujejo 
zapis za antitoksin brez N-končne domene (HigA2-ΔN), stehiometrično razmerje med 
toksinom in antitoksinom tako ne bi smelo vplivati na izražanje RFP, pri sevih, ki vsebujejo 
zapis za celoten antitoksina (HigA2), pa bi stehiometrično razmerje moralo vplivati na 
ekspresijo RFP. 
4.2.3.1 Sodelovanje pri represiji  
Antitoksin brez intrinzično nestrukturirane N-končne domene (HigA2-ΔN) pri vseh 
koncentracijah represira promotor phigB2 slabše kot antitoksin z N-končno domeno, tudi 
pod močnim promotorjem pFAB100 ga ne uspe popolnoma inhibirati (Slika 18 in 19). 
Izražanje antitoksina brez N-končne domene pod najšibkejšim promotorjem (117A2-ΔN) po 
štirinajstih urah inkubacije še represira modul higBA2 (Slika 18), po dvaindvajsetih urah 
gojenja E. coli fluorescenca seva 117A2-ΔN dohiti fluorescenco pozitivne kontrole (Slika 
19). Interakcija intrinzično nestrukturirane N-končne domene s C-končno DNK-vezavno 
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4.2.3.2 Pribitek toksina  
Sevi z antitoksinom brez intrinzično nestrukturirane N-končne domene imajo po štirih urah 
gojenja veliko bolj izenačeno ekspresijo RFP (Slika 28) kot sevi z antitoksinom z N-končno 
domeno (Slika 20), kar nakazuje, da koncentracija toksina ob odsotnosti N-končne domene 
antitoksina nima vpliva na izražanje modula higBA2. Vsi sevi izražajo RFP primerljivo s 
sevi, ki ne vsebujejo zapisa za toksin (Slika 28).  
 
 
Slika 28: Graf represije izražanja RFP pri prebitku toksina po 4 urah inkubacije v paru z antitoksinom brez 
intrinzično nestrukturirane N-kočne domene 
Deset ur kasneje se razmerja izražanja RFP med sevi ohranjajo (Slika 29), ekspresije ostajajo 
izenačene.  
 
Slika 29: Graf represije izražanja RFP pri prebitku toksina po 14 urah inkubacije v paru z antitoksinom brez 
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Pri meritvi po dvaindvajsetih urah gojenja je prišlo do opaznih razlik v izražanju RFP pri 
sevih z antitoksinom HigA2-ΔN pod močnim promotorjem FAB100, sev s toksinom pod 
močnim promotorjem ima podobno ekspresijo kot pozitivna kontrola (sev RFP). Sev 
FAB100B2/FAB100A2-ΔN pri vseh meritvah izraža RFP bolje kot druga dva  seva z 
antitoksinom pod najmočnejšim promotorjem in kot sev brez toksina pri enaki moči 
izražanja antitoksina (FAB100A2-ΔN). Pri prvih dveh meritvah bi to razliko lahko pripisali 
veliki varianci ponovitev, a je standardni odklon meritev za sev FAB100B2/FAB100A2-ΔN 
po dvaindvajsetih urah meritev majhen, ekspresija pa izstopa še bolj kot pri drugih dveh 
meritvah.  
 
Slika 30: Graf represije izražanja RFP pri prebitku toksina po 22 urah inkubacije v paru z antitoksinom brez 
intrinzično nestrukturirane N-kočne domene 
4.2.3.3 Pribitek antitoksina  
Antitoksin HigA2-ΔN represira promotor higB2 šibkeje kot HigA2 (Slika 18 in 19 ), vseeno 
pa bi v večji koncentraciji moral represirati bolje.  
 
Po štirih urah gojenja so standardne napake velike zaradi nizkih vrednosti fluorescence, pri 
katerih se izrazijo razlike med tehničnima ponovitvama meritev. Absolutne vrednosti 
fluorescence pri nekaterih bioloških ponovitvah ne presegajo vrednosti ozadja in jih njihovo 
odštetje izniči. Normalizacija pozitivnih vrednosti na optično gostoto pa razlike med 
takšnimi vrednostmi poveča. Pri meritvah po daljšem času gojenja zaradi večjih vrednosti 
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Slika 31: Graf represije izražanja RFP pri prebitku antitoksina brez intrinzično nestrukturirane N-kočne 
domene po 4 urah inkubacije 
Kasnejša meritev nakazuje, da z večanjem moči izražanja antitoksina HigA2-ΔN ekspresija 
RFP pri sevih s šibkim in srednje močnim izražanjem toksina HigB2 pada (Slika 32). Z 
večanjem ekspresije HigA2-ΔN se, ne glede na moč ekspresije toksina HigB2, izražanje RFP 
znižuje z izjemo seva FAB100B2/FAB100A2-ΔN, ki ima višjo ekspresijo od pričakovane, 
kar smo opazili že v prejšnjem podpoglavju (Slika 30). 
 
Na Sliki 32 je viden trend, da je represija modula higBA2 ob večjih koncentracijah 
antitoksina močnejša, kar smo opazili že v poglavju 4.2.1.  
 
 
Slika 32: Graf represije izražanja RFP pri prebitku antitoksina brez intrinzično nestrukturirane N-kočne 
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Slika 33 razkrije, da oba seva z najmočnejšim izražanjem toksina (FAB100B2/117A2-ΔN 
in FAB100B2/ FAB100A2-ΔN) fluorescirata enako močno, kar je pričakovano, saj pri 
nobenem izmed sevov ni pribitka antitoksina. 
 
Slika 33: Graf represije izražanja RFP pri prebitku antitoksina brez intrinzično nestrukturirane N-kočne 
domene po 22 urah inkubacije 
Pribitek oslabljenega antitoksina brez N-končne domene tako kljub slabši zmožnosti za 
represijo zmanjša ekspresijo RFP. Po modelu negativne kooperativnosti bi prisotnost N-
končne domene morala zmožnost antitoksina HigA2 za represijo le še ojačati. V kombinaciji 
s podatki sevov s celotnim antitoksinom (Slika 26 in 27), kjer manjkajo štirje sevi, zato lahko 
trdimo, da je represija modula higBA2 pri prebitku antitoksina večja.  
4.2.4 Povečana aktivnost modula higBA2 pri nizkih koncentracijah antitoksina 
Pri merjenih smo opazili, da imajo sevi z antitoksinom s šibkim promotorjem ob prisotnosti 
toksina (117B2/117A2, 117B2/117A2-ΔN, FAB100B2/117A2-ΔN) večjo ekspresijo RFP 
kakor pozitivna kontrola (sev RFP) (Slika 22, 27 in 30), čeprav smo dokazali, da antitoksin 
deluje kot represor promotorja higB2, pod katerim je  RFP. Kako je torej možno, da sevi, pri 
je katerih zaradi prisotnosti antitoksina HigA2 promotor higB2 represiran, izražajo RFP 
bolje kot sev, ki ne vsebuje zapisa za antitoksin (pozitivna kontrola - sev RFP)? 
 
Ali je možno, da je povečana ekspresija posledica slabše rasti teh sevov? Glede na optično 
gostoto ima sev 117B2/117A2 podoben profil rasti kot sev 117B2/101A2 (Slika 34). Po 
štirinajstih urah rasti  sta oba seva že dosegla stacionarno fazo, saj v naslednjih osmih urah 
gojenja optična gostota pade. Seva sta po dvaindvajsetih urah inkubacije očitno že vstopila 
v fazo odmiranja, kar pa ne velja za sev DH5α, ki ne vsebuje modula higBA2 ali zapisa za 
RFP (negativna kontrola – sev Ø). Prisotnost plazmida pSB1A3 z obremenjevanjem 
metabolizma očitno zmanjša zmožnost rasti celic v daljšem obdobju rasti, saj je sev Ø 
(negativna kontrola), ki ne vsebuje plazmida pSB1A3 (navadne celice DH5α), edini, ki 
poveča svojo optično gostoto na intervalu med štirinajstimi ter dvaindvajsetimi urami 
gojenja. Rastna krivulja pa ne razloži, kako lahko seva 117B2/117A2 in 117B2/117A2-ΔN 































Černoša I. Karakterizacija regulacije modula toksin-antitoksin higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae in vivo. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
 
Glede na naše rezultate se RFP izraža še pozno v stacionarni fazi, če je prisotna majhna 
količina antitoksina, saj pri sevu 117B2/117A2 fluorescenca naraste veliko bolj kot pri sevu 
117B2/101A2 (Slika 34). Če antitoksina ni (pozitivna kontrola), se RFP neha izražati po 
dosegu stacionarne faze. Tudi pri srednje močnem izražanju antitoksina HigA2 v stacionarni 
fazi ekspresija RFP še naraste, a manj kot pri nizkih koncentracijah. 
 
 
Slika 34: Analiza naraščanja OD in fluorescence sevov RFP (pozitivna kontrola), Ø (negativna kontrola),  
117B2/117A2 in 117B2/101A2 s časom inkubacije 
Ker je zmožnost antitoksina brez intrinzično nestrukturirane N-končne regije (HigA2-ΔN) 
za represijo veliko nižja od HigA2, je učinek povečane ekspresije RFP viden tudi pri sevu s 
srednje močnim izražanjem HigA2-ΔN (117B2/101A2-ΔN) (Slika 35). Ekspresija seva 
117B2/101A2-ΔN ne preseže ekspresije seva 117B2/117A2-ΔN, a še zmeraj preseže 
ekspresijo pozitivne kontrole (Slika 34). Isti sev med zadnjima dvema meritvama tudi ne 
stagnira, ampak se njegova optična gostota še nekoliko poveča (Slika 35).  
 
Za padec optične gostote po dvaindvajsetih urah gojenja bi lahko bila odgovorna tudi 
minimalna aktivnost toksina, če bi le-ta imel kljub mutacijam endonukleazno aktivnost. Že 
iz Slike 24 je vidno, da optična gostota seva z največjim izražanjem neaktivnega toksina 
HigB2 (FAB100B2/101A2) po dolgotrajnem gojenju ne pade. Vrednosti optičnih gostot 
sevov z različno močnim izražanja toksina HigB2 in močnim izražanjem antitoksina brez N-
končne domene HigA2-ΔN (117B2/FAB100A2-ΔN in FAB100B2/ FAB100A2-ΔN) po 
dvaindvajsetih urah gojenja potrjujejo, da HigB2 za celice ni toksičen (Slika 35 in 36). 
 
Tudi če bi prišlo do anomalije pri meritvi ekspresije seva RFP in bi tudi pri pozitivni kontroli 
moralo priti do povečanja fluorescence po dvaindvajsetih urah gojenja, to ne razloži, kako 
je lahko izražanje RFP na plazmidih, ki izražajo tudi antitoksin HigA2, kljub represiji 
modula higBA2 z antitoksinom ali kompleksom HigBA2 večje ali enako sevu RFP. 
Plazmidi, ki izražajo nizke koncentracije antitoksina HigA2, so očitno bolj aktivni in kljub 
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Pri sevu 117B2/117A2 zmožnost antitoksina HigA2 za represijo resda zmanjša prisotnost 
toksina HigB2 (Poglavje 4.2.2.1), a tudi ob zmanjšani represiji ekspresija RFP ne bi smela 
preseči ekspresije pozitivne kontrole. Prisotnost toksina pa ne vpliva na zmožnosti 
antitoksina brez N-končne domene HigA2-ΔN za represijo modula higBA2 (Poglavje 
4.2.3.2). Sevi 117B2/117A2-ΔN, 117B2/101A2-ΔN  in FAB100B2/117A2-ΔN tako zaradi 
šibke represije operatorja phigB2 z antitoksinim HigA2-ΔN kljub prisotnosti toksina ne bi 
smela doseči vrednosti fluorescence pozitivne kontrole. 
 
 
Slika 35: Analiza naraščanja OD in fluorescence sevov RFP (pozitivna kontrola), Ø (negativna kontrola),  
117B2/117A2-ΔN in 117B2/101A2-ΔN s časom inkubacije  
Iz Slike 36 je moč razbrati, da sev FAB100B2/117A2-ΔN po ekspresiji fluorescence 
pozitivno kontrolo preseže šele po dvaindvajsetih urah gojenja, pri čemer ima trend rasti in 
ekspresije RFP podoben sevu 101B2/101A2-ΔN. Podobno sev 117B2/101A2-ΔN ekspresijo 
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Slika 36: Analiza naraščanja OD in fluorescence sevov RFP (pozitivna kontrola), Ø (negativna kontrola),  
FAB100B2/117A2-ΔN, FAB100B2/FAB100A2-ΔN in 101B2/101A2-ΔN s časom inkubacije 
Rast ekspresije RFP pri sevu 117A2, ki ne vsebuje zapisa za toksin HigB2, po vstopu v 
stacionarno fazo zaradi variance ni statistično značilna (Slika 37). Dodatek toksina HigB2 s 
šibkim promotorjem pri enako močnem izražanju HigA2 (117B2/117A2) zniža zmožnost 
represije HigA2, visoke koncentracije toksina (FAB100B2/117A2) pa učinek izničijo, saj 
toksin zmožnost antitoksina za represijo modula, kot je pojav opisan v poglavju 4.2.2.1., 
glede na naše rezultate ojača.  
 
 
Slika 37: Graf naraščanja ekspresije RFP s časom gojenja pri sevih z antitoksinom pod šibkim promotorjem v 
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Tudi pri sevih z antitoksinom brez N-končne domene (HigA2-ΔN) rast po vstopu v 
stacionarno fazo ob odsotnosti toksina HigB2 naraste (Slika 38). Brez N-končne domene 
antitoksina toksini HigB2 ne interaktirajo z antitoksinom HigA2 in ne vplivajo na njegovo 
zmožnost represije modula higBA2, zato so razlike v ekspresiji med sevi majhne. Po 
dvaindvajsetih urah gojenja vsi sevi s šibkim izražanjem HigA2-ΔN dosežejo oz. presežejo 
ekspresijo RFP pozitivne kontrole. Fluorescenco pozitivne kontrole najbolj od vseh sevov 
preseže sev s šibkim izražanjem toksina in antitoksina brez N-končne domene  
(117B2/117A2-ΔN) in to že po štirinajstih urah gojenja, podobno kot sev 117B2/117A2 
(Slika 37 in 38). Ob nizkih koncentracijah antitoksina HigA2 v kombinaciji s toksinom 
HigB2 je ekspresija RFP povečana. 
 
 
Slika 38: Graf naraščanja ekspresije RFP s časom gojenja pri sevih z antitoksinom brez intrinzično 
nestrukturirane N-kočne domene pod šibkim promotorjem v primerjavi s sevom brez antitoksina 
Ker so fluorescence v predstavljenih podatkih normalizirane na optično gostoto, bi 
naraščanje fluorescence  v intervalu med štirinajsto in dvaindvajseto uro gojenja lahko 
razložilo padec optične gostote po vstopu v fazo odmiranja. A ker do takšnega padca optične 
gostote ne pride pri vzorcih z antitoksinom brez N-končne domene (Slika 35 in 36), 
fluorescenca pa pri njih še zmeraj naraste, to ne more biti vzrok za povečanje izražanja RFP. 
 
Toksin HigB2 je strukturno homologen YafQ, za antitoksin (DinJ) katerega je do pred 
kratkim veljalo, da je univerzalni regulator. Ali je možno, da bi bil univerzalni regulator tudi 
antitoksin HigA2? Intrinzično nestrukturirana N-končna domena antitoksinu HigA2 
omogoča sedem različnih konformacij in s tem tudi potencialno sedem vezavnih mest. A 
ekspresijo, višjo od pozitivne kontrole, dobimo tudi pri sevih z minimalnim izražanjem 
antitoksina brez N-končne domene, torej N-končna domena ne sodeluje pri mehanizmu 
povečanega izražanja. Ker povečano aktivnost modula opazimo le pri sevih, ki izražajo tudi 
toksin, bi lahko bilo še eno vezavno mesto na kompleksu HigBA2. Ta kot šibek represor (v 
primerjavi s sevi, kjer bi bil prisoten nevezan antitoksin, ki bi represijo zmanjšal), dopušča 
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s antitoksinom brez N-končne vezavne domene, ki ne tvori kompleksa s toksinom HigB2. 
Prekomerno izražanje modula je vseeno morda povzročila nespecifična vezava proteinov na 
kakšno drugo mesto v celici. 
Naši rezultati nakazujejo, da nizke koncentracije antitoksina ob prisotnosti toksina povečajo 
aktivnost plazmida v stacionarni fazi. Moduli toksin-antitoksin se pogosto  v okolici 
neesencialnih genov, katerih aktivnost bi, po upadu koncentracije antitoksina zaradi s 
stresom povezanega razpada ob slabših razmerah rasti, narastla in tako omogočila boljše 
možnosti preživetja celic. Seveda se tu poraja vprašanje, ali so naši rezultati prenosljivi tudi 
na preostale module toksin-antitoksin in na sisteme, ki niso na kromosomih in na plazmidih. 
Glede na ,navzočnost modulov toksin-antitoksin v genomih mikrobov, bi bilo zanimivo 
vedeti ali nizke koncentracije antitoksina povečajo samo izražanje plazmida, na katerem so 
ti moduli ali tudi okoliških genov, če so ti v samem genomu. Takšna funkcija sistemov 
toksin-antitoksin bi vsekakor določila  njihovo lokacijo, vključevanje v genom ter ohranjanje 
v celicah.  
4.3 VLOGA MODULA higBA2 PRI PERZISTENCI 
Najbolj kontroverzna predlagana vloga sistemov toksin-antitoksin je sodelovanje pri 
perzistenci. Za testiranje vloge modula higBA2 pri nastanku  perzistentnih celic smo 
primerjali zmožnost preživetja različnih sevov po dodatku ofloksancina. Ker smo v poskusu 
kot kontrole uporabili tako celice DH5α, ki sploh niso vsebovale plazmida pSB1A3 (Ø), kot 
tudi sev RFP, ki je vseboval plazmid pSB1A3 z zapisom za RFP pod promotorjem higB2 
brez toksina in antitoksina, smo v eksperimentu uporabili laboratorijski sev DH5α, ki je bolj 
prilagojen na kloniranje, in ne divji tip E. coli K-12 MG1655, ki se večinoma uporablja pri 
testiranju pojava perzistence ob uporabi raznolikih antibiotikov. Če bi želeli določiti vlogo 
modula higBA2 v naravnem okolju, bi za eksperimente morali uporabiti celice V. cholerae, 
toksin HigB2 pa je dokazano toksičen tudi v E. coli, torej so celice DH5α v našem primeru 
ustrezen modelni organizem. 
 
Primerjati smo želeli vpliv plazmida wt, ki vsebuje zapise za HigB2 in HigA2, identične 
tistim v divjem tipu V. cholerae (toksin ima endonukleazno aktivnost), ter plazmida decup z 
mutacijami v toksin-vezavni domeni antitoksina, zaradi katerih se antitoksin HigA2-decup 
ne more več vezati na DNK, ohrani pa interakcije s toksinom (shema v Prilogi C), in tako 
določiti vlogo pogojne kooperativnosti pri potencialni tvorbi perzistorjev (pri sevu decup je 
regulacija neodvisna od toksina). Pri sevu decup smo v primeru, da modul higBA2 sodeluje 
pri nastanku perzistorjev, pričakovali več perzisterjev, saj so predhodna modeliranja 
pokazala, da pogojna kooperativnost omeji število perzistorjev, »pokvarjena« regulacija 
takšnega modula (spremenjena v navadno negativno regulacijo) pa ne (Vet in sod., 2019).  
 
Za testiranje smo izbrali antibiotik ofloksancin, ki se pogosto uporablja v protokolih za 
merjenje perzistence, saj je plazmid pSB1A3, ki smo ga uporabili kot vektor modula higBA2, 
nosil rezistenco na ampicilin. Ofloksancin ustavlja podvajanje DNK in preprečuje 
podvojevanje celic, zato smo pričakovali, da morda manj vpliva na celice, ki imajo zaradi 
prisotnosti toksina že upočasnjen metabolizem.  
 
Bimodalne krivulje preživetja celic nismo opazili pri sevih, ki so vsebovali zapis za 
antitoksin HigA2 in toksin HigB2 (wt, decup), ampak pri sevih brez prisotnosti modula 
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higBA2 (Ø in RFP) (Slika 39). Tako se zdi, da prisotnost divjega tipa modula higBA2 v E. 
coli izniči, ne pa poveča zmožnosti celic za tvorbo perzisterjev. Krivulji sevov wt in decup 
sta zelo podobni, koncentracija toksina HigB2 tako ne vpliva na pojav perzistence. Potrebno 
je poudariti, da zadnja točka pri sevu RFP ni zanesljiva, saj plošče niso bile števne (ena 
kolonija na eni plošči), enako velja za sev Ø, ker je bilo na eni plošči pet kolonij, preostali 
dve sta bili prazni. Če teh kolonij pri izračunih ne bi upoštevali, bi bile krivulje vseh sevov 
zelo podobne in ne bi kazale na večje razlike med njimi.  
 
Perzistenca bi še zmeraj lahko bila seštevek delovanja več sistemov toksin-antitoksin, že 
samo v E. Coli K-12 je namreč vsaj 13 modulov toksin-antitoksin tipa II (Harms in sod., 
2018), čeprav se je prvi dokaz, ki je povezal module toksin-antitoksin,  navezoval na en sam 
modul (Moyed in Bertand, 1983). Vsekakor pa modul higBA2 glede na naše rezultate ne 
sodeluje pri nastanku perzistorjev.  
 
Tudi če drži naša predpostavka, da nizke koncentracije HigA2 povečajo izražanje 
plazmidov, naš plazmid pri nastanku perzistorjev v stresnih okoljih ne pomaga, saj ne nosi 
nobenih genov, ki bi sodelovali pri nastajanju perzistence, toksini HigB2 pa očitno glede na 
pomanjkanje razlik med sevoma wt in decup ne sodelujejo pri nastanku perzistorjev. 
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5.1 TEŽAVE S PRIDOBIVANJEM SEVOV 
Kot že omenjeno, smo od načrtovanih 28 uspeli pripraviti le 21 sevov. Pri ligaciji insertov v 
vektor z metodo Golden Gate so se v produktih pojavljali inserti ter mutacije, ki jih nismo 
uspeli pojasniti niti ob ponovnem pregledu načrtovanih delov. Zato smo se odločili 
nadaljevati s klasično metodo ligacije, za katero smo izbrali drug vektor (pSB1A3) in v 
inserte s pomnoževanjem z na novo načrtovanimi začetnimi oligonukleotidi uvedli nova 
ustrezna restrikcijska mesta, ki so prikazana na Sliki 16. Kljub temu smo na težave naleteli 
pri konstruktih z močnim promotorjem FAB100. Takšni sevi so bili nepopolni zaradi delecij 
in nekomplementarnih baz, ki so najverjetneje nastale med pomnoževanjem DNK. Uporabo 
takšnih insertov smo zaobšli z uvajanjem promotorjev FAB100 skupaj z novimi 
restrikcijskimi mesti z začetnimi oligonukleotidi v seve s pravilnim nukleotidnim 
zaporedjem (Slika 40). Na ta način smo uspeli pripraviti štiri seve (Priloga A). Projekt smo 
zaključili, preden bi postopek lahko ponovili pri sevu FAB100B2/101A2-dN, v katerem je 
v prvem poskusu prišlo do mutacij. 
 
 
Slika 40: Shema uvajanja promotorja FAB100 
Za najbolj problematičnega za pomnoževanje se je izkazal pFAB100A2. Ker so bila nekatera 
izmed neujemanj pri teh pomnožkih zmeraj na istih  mestih v antitoksinu, smo sklepali, da 
bi težava lahko tičala v samem konstruktu. Zaradi težav z antitoksinom pod najmočnejšim 
promotorjem, nismo uspeli pripraviti seva FAB100A2, ki smo ga, kot druge  seve brez 
toksina, želeli narediti z izrezom toksina iz enega izmed sevov, ki bi ga vseboval.  
 
Prav tako nam je pred končanjem projekta zmanjkalo časa, da bi pridobili seva 
101B2/117A2 in 101B2/117A2-dN, kjer se je kontrukcija vektorjev zaporedoma ustavila 
zaradi negativnih kontrolnih restrikcij, delecij ali neujemanjih v zaporedjih. 
 
Projekt smo želeli pospešiti z uporabo sintetičnih genov konstruktov 101B2/117A2, 
101B2/FAB100A2, 117B2/FAB100A2 in FAB100B2/FAB100A2, a se je pri njih prvič 
zataknilo, saj so bili naročeni v linearizirani obliki brez štrlečih koncev ali restrikcijskih 
mest, ki bi nam omogočila ustvarjanje previsov za ligacijo v plazmid. Ko smo na naročena 
zaporedja želeli uvesti restrikcijska mesta z začetnimi oligonukleotidi, smo vsakič, če je PCR 
sploh bil uspešen, na gelu zaznali prekratek pomnožek.  
 
Pri večjem številu kontrolnih restrikcij smo opazili produkte neustreznih velikosti. Ker so 
druge skupine ob uporabi vektorja pSB1A3 poročale o dodatnih restrikcijskih mestih v 
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plazmidu (The iGEM Parts Registry, Part: pSB1A3, 2019), smo vektor v celoti sekvencirali, 
a nismo odkrili nepravilnosti v njegovem nukleotidem zapisu. 
5.2 ZANESLJIVOST REZULTATOV 
Pri testiranju zmožnosti sevov za nastanek perzistentnih celic nekatere izmed plošč niso bile 
števne. Ta poskus bi za večjo zanesljivost podatkov in primerljivost nastanka prezistorjev 
med sevi morali ponoviti in celice na plošče nanesti  pri nižjih redčitvah.   
5.2.1 Vpliv optične gostote 
Vrednosti optične gostote za seve po štirih urah inkubacije nihajo med 0,012 
(FAB100B2/117A2) in 0,057 (101A2-ΔN), po štirinajstih urah med 0,12 (117B2/101A2-
ΔN) in 0,19 (101A2) ter po dvaindvajsetih urah gojenja med 0,11 (117B2/101A2) in 0,18 
(101A2). Absolutne fluorescence tako zaradi različnih dinamik rasti sevov niso primerljive, 
za njihovo analizo je bila potrebna normalizacija z upoštevanjem optične gostote sevov. 
Iz slike 41 in 42 lahko razberemo, kako nizka optična gostota seva FAB100B2/117A2 pri 
meritvi po štirih urah gojenja zviša fluorescenco po normalizaciji. Kot smo že predstavili v 
Poglavju 4.2.4, fluorescenca med zadnjima dvema meritvama naraste pri sevih 
117B2/117A2 in 117B2/101A2. Število celic se po vstopu v stacionarno fazo najbolje 
ohranja pri sevih FAB100B2/117A2 in FAB100B2/101A2. 
 
 
Slika 41: Primerjava naraščanja optične gostote in normalizirane fluorescence sevov 117B2/117A2, 
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Normalizacija nima velikega vpliva na trende izražanja RFP sevov FAB100B2/101A2 in 
101B2/101A2. 
 
Slika 42: Primerjava absolutnih in normaliziranih fluorescenc sevov 117B2/117A2, 117B2/101A2, 
101B2/101A2, FAB100B2/117A2 in FAB100B2/101A2 
Padca absolutnih fluorescenc sevov 117B2/117A2-ΔN in 117B2/FAB100A2-ΔN med 
zadnjima dvema meritvama sta posledica padca števila celic, ki se z normalizacijo izniči 
(Slika 43 in 44). Pri sevih 117B2/101A2-ΔN in FAB100B2/101A2-ΔN normalizacija le 
minimalno spremeni trend naraščanja fluorescence.  
Sevi z močnim izražanjem toksina (FAB100B2/117A2, FAB100B2/101A2, 
FAB100B2/101A2-ΔN in FAB100B2/FAB100A2-ΔN) imajo podobne profile rasti števila 
celic kot drugi sevi. (Slika 41 in 43), njihova optična gostota ni nižja od drugih sevov. 
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Slika 43: Primerjava naraščanja optične gostote in normalizirane fluorescence sevov 117B2/117A2-ΔN, 
117B2/101A2-ΔN, 117B2/FAB100A2-ΔN, 101B2/101A2-ΔN, 101B2/FAB100A2-ΔN, FAB100B2/117A2-
ΔN  in FAB100B2/FAB100A2-ΔN 
Trendi izražanja RFP sevov FAB100B2/FAB100A2-ΔN, FAB100B2/117A2-ΔN in 
101B2/101A2-ΔN so po normalizaciji podobni absolutnim (Slika 44).  
 
Slika 44: Primerjava absolutnih in normaliziranih fluorescenc sevov 117B2/117A2-ΔN, 117B2/101A2-ΔN, 
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Porast fluorescence seva 117A2 po normalizaciji povzroči padec optične gostote seva pri 
meritvi po dvaindvajsetih urah (Slika 45 in 46). 
 
 
Slika 45: Primerjava naraščanja optične gostote in normalizirane fluorescence sevov 117B2, 101A2, 117A2-
ΔN, 101A2-ΔN in FAB100A2-ΔN 
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Slika 46: Primerjava absolutnih in normaliziranih fluorescenc sevov 117B2, 101A2, 117A2-ΔN, 101A2-ΔN 
in FAB100A2-ΔN 
Normalizacija absolutnih vrednosti fluorescence glede na primerjavo absolutnih ter 
normaliziranih sevov v večini primerov ne vpliva na trende naraščanja in zgolj omogoči 
njihovo primerjavo. Pri sevih, kjer normalizacija spremeni trende, so razlike minimalne in 
razložljive z upadom števila celic, ki pri absolutnih fluorescencah ni upoštevan. 
Normalizacija tako le zgladi razlike, ki izhajajo iz števila celic, pri tem pa poveča standardne 
odklone zaradi majhnih vrednosti optične gostote. 
5.2.2 Vpliv variacije 
Velika variacija fluorescence sevov pri meritvi po štirih urah gojenja delno izhaja iz naprav 
(iz razlik med tehničnima ponovitvama), pri meritvah po štirinajstih ter dvaindvajsetih urah 
inkubacije razlike v ekspresiji RFP izhajajo iz razlik med biološkimi ponovitvami. To ni 
nepričakovano, saj so biološki vzorci zelo znani po svoji veliki variaciji (Cardinal, 2015). 
Velike standardne odklone od povprečji smo opazili že pri predhodnih meritvah z manj 
vzorci, zato smo, v upanju, da bi variacije zmanjšali,  število bioloških ponovitev zvečali s 
3 na 5. Kljub povečanju bioloških ponovitev so veliki standardni odkloni ostali.  
Da bi se prepričali, ali lahko vzorce kljub variaciji obravnavamo kot različne, smo za vse 
primerjane pare po štirinajstih ter dvaindvajsetih urah gojenja izvedli heteroskedastični 
dvostranski t-test za neodvisna vzorca ter glede na p-vrednost določili, ali imata vzorca v 
paru različne vrednosti izražanja RFP (Priloga E). 
Iz izračunanih p-vrednosti (Priloga E) lahko potrdimo, da sta ekspresiji sevov 101A2 ter 
117A2 različni, kot tudi ekspresiji 117A2-ΔN in 117A2. Fluorescenca seva FAB100A2-ΔN 
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Antitoksin je tako potrjeno dober represor modula higBA2, brez N-končne intrinzično 
nestrukturirane domene pa antitoksin HigA2 modul represira slabše.  
Med sevoma 117A2 in FAB100B2/117A2 glede na t-test (Priloga E) ni razlik. Pri pribitku 
toksina je ekspresija enaka kot v njegovi odsotnosti. Prav tako razlik v ekspresiji ni med 
sevoma 117B2/101A2 in FAB100B2/101A2, kar dodatno potrjuje, da pribitek toksina 
HigB2 ne zmanjša represije modula higBA2. Fluorescenca seva 101B2/101A2 se ne 
razlikuje od fluorescence negativne kontrole, torej ta sev RFP sploh ne izraža.   
Sevi s šibkim izražanjem antitoksina brez N-končne domene (117A2-ΔN, 117B2/117A2-
ΔN, FAB100B2/117A2-ΔN) se glede na izračunane p-vrednosti med seboj ne razlikujejo 
(Priloga E). Enako velja za seve s srednje močnim izražanjem HigA2-ΔN (101A2-ΔN, 
117B2/101A2-ΔN, 101B2/101A2-ΔN). Pri sevih z najmočnejšim izražanjem antitoksina 
HigA2 brez N-končne intrinzično nestrukturirane domene se med seboj razlikujeta le seva 
FAB100A2-ΔN in FAB100B2/FAB100A2-ΔN po dvaindvajsetih urah gojenja ter seva 
117B2/FAB100A2-ΔN in FAB100B2/FAB100A2-ΔN tudi po dvaindvajsetih urah gojenja. 
Po štirinajstih urah inkubacije se fluorescence sevov z najmočnejšim izražanjem antitoksina 
HigA2-ΔN ne razlikujejo. Molsko razmerje med HigB2 in HigA2-ΔN tako ne vpliva na 
vezavo HigA2-ΔN na operatorsko regijo higBA2. 
P-vrednosti dvostranskega t-testa razkrijejo (Priloga E), da zaradi varianc ne moremo trditi, 
da sta ekspresiji sevov 117B2/117A2-ΔN in 117B2/101A2-ΔN različni, razlika v 
fluorescenci ni dovolj velika tudi med sevoma 101B2/101A2-ΔN in 101B2/FAB100A2-ΔN. 
Ekspresija RFP pa je pri sevih 117B2/117A2-ΔN in 117B2/101A2-ΔN večja kot pri sevu 
117B2/FAB100A2-ΔN, torej lahko glede na slabo zmožnost antitoksina HigA2-ΔN za 
represijo operona (Slika 19 in 20) še zmeraj trdimo, da je represija modula higBA2 pri 
prebitku antitoksina večja.  
Sev 117B2/117A2 je glede na nizko p-vrednost zagotovo večji od seva RFP, torej pozitivne 
kontrole. Razlike med sevoma RFP in 117B2/117A2-ΔN ter med sevoma RFP in 
FAB100B2/117A2-ΔN so premajhne, da bi lahko trdili, da so fluorescence višje od pozitivne 
kontrole. Kljub temu bi zaradi prisotnosti HigA2-ΔN (na zmožnost represije katerega ne 
vpliva prisotnost toksina kot smo dokazali v poglavju 4.2.3.2) pri sevih  FAB100B2/117A2-
ΔN in 117B2/117A2-ΔN pričakovali nižjo ekspresijo in ne enako pozitivni kontroli. Za nizke 
koncentracije antitoksina ob prisotnosti toksina tako kljub variancam lahko trdimo, da 
povečajo aktivnost plazmida v stacionarni fazi. 
Podrobnejša analiza vpliva variabilnosti naših meritev razkrije, da so rezultati kljub velikim 
standardnim odklonom razložljivi ter da lahko z njimi potrdimo, zavrnemo stare ali 
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5.2.3 Manjkajoči sevi 
Sedmih izmed osemindvajsetih načrtovanih sevov nam ni uspelo pripraviti. Kako njihova 
odsotnosti vpliva na našo zmožnost potrjevanja ter zavračanja hipotez podrobneje 
analiziramo v tem podpoglavju.  
Sev 101B2/117A2 je po moči izražanja toksina med  sevoma 117B2/117A2 ter 
FAB100/117A2 in predstavlja sev z majhnim pribitkom toksina HigB2. Pri sevu s še večjim 
pribitkom toksina pri istem izražanju antitoksina (FAB100/117A2) je ekspresija RFP nižja 
kot pri sevu z enako močjo izražanja toksina HigB2 in antitoksina HigA2 (117B2/117A2) 
(Slika 22), glede na našo hipotezo pa bi morala biti višja. Tako lahko kljub odsotnosti seva  
101B2/117A2 zavrnemo hipotezo, da je ob pribitku toksina represija modula slabša. 
Dodatno to hipotezo zavrne komplet sevov z izražanjem antitoksina HigA2 pod srednje 
močnim promotorjem p101, kjer je pri majhnem pribitku toksina ekspresija RFP enaka kot 
pri pribitku antitoksina, pričakovali pa bi večjo. Za analizo vpliva pribitka antitoksina bi nam 
sev 101B2/117A2 prišel prav, saj za srednje močno izražanje toksina HigB2 nimamo niti 
dveh sevov za primerjavo. 
Sev 117B2/FAB100A2, tako kakor dva druga seva z močnim izražanjem antitoksina, nima 
velikega vpliva na preverjanje hipoteze o vplivu pribitka toksina, saj tudi pri izražanju 
toksina pod najmočnejšim promotorjem pFAB100 ne dosežemo pribitka toksina. Ker pa ta 
sev predstavlja sev z največjim pribitkom antitoksina, bi nam pomagal pri potrditvi hipoteze, 
da je ekspresija modula pri prebitku antitoksina manjša.  Zmanjšanje ekspresije RFP smo 
kljub temu potrdili že pri majhnem pribitku antitoksina s primerjanjem ekspresije sevov 
117B2/117A2 ter 117B2/101A2 (Slika 26). 
Za sev 101B2/FAB100A2 velja podobno: na preverjanje hipoteze o vplivu pribitka toksina 
nima velikega vpliva. Ker pa je to sev s pribitkom antitoksina, bi nam pomagal pri analizi 
vpliva pribitka antitoksina, saj za srednje močno izražanje toksina HigB2 pod promotorjem 
p101 nimamo niti dveh sevov za primerjavo. 
Ker sev FAB100B2/FAB100A2 ne predstavlja ne pribitka antitoksina kot tudi ne pribitka 
toksina, je pri interpretaciji podatkov manj pogrešljiv.  
Pri sevu FAB101A2 bi glede na našo potrditev zmožnosti antitoksina HigA2 za represijo 
pričakovali represijo močnejšo od seva s srednje močnim izražanjem antitoksina (101A2), 
pri katerem pa je izražanje RFP že popolnoma represirano pri vseh treh intervalih (Slika 18 
in 19). Tako močna ekspresija antitoksina bi popolnoma zavrla ekspresijo RFP, torej 
pomanjkanje tega seva ne omaje potrditve naše hipoteze o antitoksinu kot represorju. Sevi z 
najmočnejšim izražanjem antitoksina pa, kot že napisano pri prejšnjih treh sevih, ne vplivajo 
na preverjanje hipoteze o vplivu pribitka toksina na represijo modula higBA2. 
Ker so trije sevi z izražanjem antitoksina brez N-končne domene s šibkim promotorjem 
(117B2/117A2-ΔN, FAB100B2/117A2-ΔN in 117A2-ΔN) glede na ekspresijo RFP 
izenačeni (Slika 29 in 30), lahko tudi ob odsotnosti seva 101B2/117A2-ΔN potrdimo, da 
koncentracija toksina ne vpliva na izražanje modula higBA2, če antitoksin HigA2 nima N-
končne intrinzično nestrukturirane domene. Sev 101B2/117A2-ΔN ne predstavlja pribitka 
antitoksina in tako ne pomaga pri potrditvi četrte hipoteze. 
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Podobno velja za sev FAB100B2/101A2-ΔN, kjer imamo vse druge kombinacije z 
izražanjem antitoksina brez N-končne domene s srednje močnim promotorjem 
(101B2/101A2-ΔN, 117B2/101A2-ΔN in 101A2-ΔN), pri katerih je ekspresija RFP 
izenačena. Iz tega je možno razbrati, da koncentracija toksina v kombinaciji z antitoksinom 
brez N-končne intrinzično nestrukturirane domene ne vpliva na izražanje modula higBA2. 
Sev FAB100B2/101A2-ΔN ne predstavlja pribitka antitoksina in tako ne pomaga pri 
potrditvi hipoteze o vplivu pribitka antitoksina na represijo. 
Težave smo imeli tudi s sevom 101B2/101A2, ki RFP-ja praktično ni izražal, čeprav so naši 
rezultati sekvenciranja kazali, da sta sekvenci toksina ter antitoksina s pripadajočimi 
promotorji pravilni. Morda pa je pri sevu 101B2/101A2 prišlo do mutacij kje drugje v 
plazmidu in bi ga bi bilo za izločitev napak v operaterju modula higBA2 ali kje drugje 
potrebno ponovno v celoti sekvencirati. Njegova ekspresija bi nam v kombinaciji s sevoma 
117B2/101A2 ter FAB100B2/101A2 pomagala podrobneje ovrednotiti veljavnost negativne 
kooperacije pri modulu higBA2.   
Manjkajoči sevi bi kljub vsemu pripomogli k celostni analizi vpliva razmerij toksina HigB2 
in antitoksina HigA2 na transkripcijsko aktivnost modula higBA2. S trenutnim setom sevov 
smo lahko na primer samo ovrgli, da pribitek toksina zmanjša represijo, ne pa tudi natančno 
opredelili dinamike pri vseh razmerjih izražanja toksina in antitoksina. Vpliv pribitka 
antitoksina je viden pri primejavi sevov 117B2/117A2 in 117B2/101A2 (Slika 26 in 27). 
Enak trend bi bilo dobro dodatno potrditi pri sevih s srednje močnim izražanjem toksina, 
kjer, glede na pomakanje izražanja RFP pri sevu 101B2/101A2, sploh nismo imeli niti enega 
reprezentativnega seva. Da je represija večja pri prebitku antitoksina, nam je uspelo potrditi 
pri sevih z antitoksinom brez N-končne intrinzično nestrukturirane domene, kjer smo imeli 
za toksin z najšibkejšim promotorjem seve z vsemi tremi močmi izražanja antitoksina ter po 
dve kombinaciji pri vsakem izmed močnejših izražanj toksina (Slika 32 in 33).  
Kot vidimo, bi nam manjkajoči sevi najbolj pomagali pri potrjevanju hipoteze o vplivu 
pribitka antitoksina na regulacijo modula higBA2. Druge hipoteze lahko tudi brez 
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- Antitoksin HigA2 je močan represor operona higBA2; 
- nestrukturirana N-končna domena HigA2 sodeluje pri vezavi antitoksina na DNK, brez 
nje je represija modula higBA2 šibkejša; 
- represija modula higBA2 je ob pribitku antitoksina močnejša; 
- represija modula higBA2 je ob pribitku toksina, v nasprotju z našimi hipotezami, 
močnejša; 
- prisotnost toksina HigB2 v primerjavi s sevi, ki vsebujejo le zapis za antitoksin HigA2, 
sicer zmanjša zmožnost antitoksina za represijo operona, a se s povečevanjem 
koncentracije toksina HigB2 pri enakih koncentracijah antitoksina HigA2 represija 
modula povečuje; 
- stehiometrično razmerje med HigB2 in HigA2 vpliva na vezavo HigA2 na operatorsko 
regijo higBA2, a ne na predviden način; 
- stehiometrično razmerje med HigB2 in HigA2-ΔN ne vpliva na vezavo HigA2-ΔN na 
operatorsko regijo higBA2; 
- modul higBA2 ne vpliva na zmožnost nastanka perzistentnih celic v Escherichia coli; 
- ta raziskava je po naših podatkih prva, ki in vivo preučuje vpliv molskega razmerja med 
toksinom in antitoksinom na izražanje sistema toksin-antitoksin; 
- regulacija mehanizma je glede na naše rezultate drugačna od pričakovane; 
- v času od začetka raziskave do pridobitve rezultatov se je razumevanje vloge sistemov 
toksin-antitoksin pri perzistenci močno spremenilo. Naši rezultati so v skladu z zadnjimi 
ugotovitvami, ki nakazujejo, da sistemi toksin-antitoksin ne sodelujejo pri nastanku 
perzistentnih celic; 
- opazili smo, da nizke koncentracije antitoksina HigA2 povečajo aktivnost modula 
higBA2, kar pa bi morali še bolje raziskati, saj bi ta pojav lahko bil povezan s stabilizacijo 
superintegrona v Vibrio cholerae, v splošnem pa bi lahko pomagal pojasniti princip 
stabilizacije plazmidov in mobilnih genskih elementov s sistemi toksin-antitoksin; 
- naši rezultati so nepopolni, saj nismo uspeli pripraviti vseh načrtovanih konstruktov. 
Kljub temu lahko potrdimo ali zavrnemo naše hipoteze. Za dokončno potrditev in 
natančnejšo opredelitev vpliva pribitka toksina na represijo modula higBA2 bi bilo 
potrebno pripraviti preostalih sedem sevov in ponoviti meritve; 
- varianca ne vpliva na zmožnost razlage naših rezultatov; 
- omejeni smo bili tudi z izbiro testnega organizma. Modula nismo testirali v organizmu, 
iz katerega izvira, ampak v Escherichia coli; 
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- zaradi neštevnih plošč bi bilo za točnejše in natančnejše rezultate potrebno ponoviti 
meritve nastanka perzistorjev pri nižjih redčitvah; 
- v naš nabor bi lahko dodali kontrolne seve, ki bi vsebovali samo aktiven in neaktiven 
toksin z različno močnimi promotorji; 
- nadaljnje raziskave bi se ob vplivu nizkih koncentracij antitoksina na aktivacijo plazmida 
osredotočile na matematično modeliranje sistema ter njegovo oscilirajočo dinamiko 
upoštevajoč naše rezultate; 
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Sistemi toksin-antitoksin so genski moduli, ki so najpogosteje sestavljeni iz genskih parov 
toksina, ki vpliva na metabolizem celic (podvojevanje DNK, stabilnost mRNK, sinteza 
proteinov, sinteza celične stene, sinteza ATP, …) in s tem povzroči zastoj v njihovi rasti, ter 
antitoksina, ki regulira toksin in ga ob normalnih rastnih razmerah nevtralizira. Moduli 
toksin-antitoksin so pogost del bakterijskih plazmidov, fagov in kromosomov. Ob 
metabolnem stresu nestabilni antitoksini razpadajo, kar omogoči toksinom, da inhibirajo 
celično rast.  
Splošno sprejeta vloga sistemov toksin-antitoksin je stabilizacija genskih elementov, sploh 
plazmidov, sledi ji obramba pred bakteriofagi. Druge predlagane vloge modulov, pri katerih 
naj bi sodelovali sistemi toksin-antitoksin in so bile vsaj delo ovržene so:  post delitvena 
smrt, plazmidna zasvojenost,  altruistični samomor, programirana celična smrt, dormanca 
celic, perzistenca in spopadanje s stresnimi razmerami.  
Predmet naše raziskave je bil modul higBA2 iz mega integrona kromosoma II Vibrio 
choleare, ki spada v tip II sistemov toksin-antitoksin. HigA2 je modularni protein, sestavljata 
ga dve domeni: N-končna intrinzično nestrukturirana domena, ki se pojavlja v vsaj sedmih 
konformacijskih različicah, in C-končna DNK-vezavna domena. Za modul higBA2 je 
značilna regulacija z negativno kooperativnostjo (ang. negative cooperativity), kjer je 
regulacija modula odvisna od molskega razmerja med toksinom in antitoksinom. Negativno 
kooperativnost povzroča N-končna intrinzično nestrukturirana domena, ki se izključujoče 
veže na toksin HigB2 (s čimer nevtralizira njegovo endonukleazno aktivnost) ali sodeluje 
pri vezavi antitoksina na DNK (s čimer poveča antitoksinovo zmožnost za represijo modula 
higBA2). Ker je antitoksin HigA2 represor modula higBA2, je ekspresija modula odvisna od 
molskega razmerja toksin/antitoksin. Če je antitoksin HigA2 vezan s toksinom HigB2 v 
kompleks HigBA2, je represija modula manjša kot pri prostem antitoksinu HigA2, saj je N-
končna intrinzično nestrukturirana domena antitoksina vezana na toksin in tako ne more 
pomagati pri vezavi antitoksina na operator modula. Kompleks HigBA2 se na operator veže 
desetkrat šibkeje kot prosti antitoksin HigA2. Glede na poizkuse in vitro, je pri prebitku 
antitoksina represija modula večja, pri prebitku toksina je represija modula manjša. 
Intrinzično nestrukturirano N-končno domeno antitoksina ob stresu razgrajuje aktivirana 
proteaza Lon, kar bi, glede na endonukleazno aktivnost toksina HigB2, lahko vodilo v vstop 
celic v perzistentno stanje.  
Za magistrsko nalogo smo izdelali vektorske konstrukte s plazmidom pSB1A3, s katerimi 
smo v Escherichia coli lahko merili aktivacijo modula higBA2 z merjenjem fluorescence. 
Izražanje RFP  v vektorjih je vezano na operator modula higBA2. Toksin HigB2 in antitoksin 
HigA2 z različno močnimi konstitutivnimi promotorji (p117 – šibek promotor, p101 – 
srednje močen promotor, pFAB100 – močen promotor) omogočata vpogled v vpliv molskih 
razmerji toksina in antitoksina na izražanje modula. Za preučevanje vloge intrinzično 
nestrukturirane N-končne domene antitoksina HigA2 smo v konstrukte vključili zapis za 
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antitoksin brez N-končne domene (HigA2-ΔN). Ker smo pri izdelavi plazmidov naleteli na 
več težav, nam je od skupno  načrtovanih 28 uspelo pripraviti le 21 sevov. 
Kljub zapletom nam je uspelo potrditi, da je antitoksin HigA2 močan represor operona 
higBA2 in da nestrukturirana N-končna domena HigA2 sodeluje pri vezavi antitoksina na 
DNK, saj je bila brez nje ekspresija RFP večja. Nepričakovano je bila represija modula 
higBA2 ob pribitku toksina HigB2 močnejša in ne šibkejša. Prisotnost toksina HigB2 je sicer 
v primerjavi s sevi z enako močnim izražanjem antitoksina HigA2 v odsotnosti toksina 
represijo znižala, a pri regulaciji z negativno kooperativnostjo je predvideno slabšanje 
represije z večanjem koncentracij toksina, ki se ustavi pri prebitku toksina, in ne zgolj 
slabšanje represije s prisotnostjo toksina. Stehiometrično razmerje med HigB2 in HigA2 je 
vplivalo na vezavo HigA2 na operatorsko regijo higBA2, a ne na predvideni način. Molsko 
razmerje med HigB2 in HigA2-ΔN pa ni vplivalo na vezavo HigA2-ΔN na operatorsko 
regijo higBA2. Sevi s šibkim izražanjem antitoksina so imeli višjo ekspresijo RFP kot 
pozitivna kontrola kljub represorski aktivnosti antitoksina. Iz tega smo sklepali, da nizke 
koncentracije antitoksina ob prisotnosti toksina povečajo aktivnost plazmida. Glede na 
lokacijo modulov toksin-antitoksin v okolici neesencialnih genov, smo predpostavili, da je 
naše opažanje morda povezano s pojavom stabilizacije genskih elementov. V skladu z 
najnovejšimi ugotovitvami prisotnost modula higBA2 divjega tipa v Escherichia coli ni 
vplivala na tvorbo perzistentnih celic. Naši rezultati so se kljub veliki varianci ob 
podrobnejši analizi s t-testom izkazali za interpretabilne in smo z njimi lahko upravičeno 
potrdili oz. zavrnili hipoteze. 
Z nadaljnjimi raziskavami bi bilo smiselno preučiti, zakaj se s pribitkom toksina represija 
povečuje in ali nizke koncentracije antitoksina v prisotnosti toksina vplivajo na stabilizacijo 
genov pri modulu higBA2 in drugih modulih. Glede na naše rezultate lahko modul higBA2 
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Metode pridobivanja posameznih sevov 
 
Preglednica A1: Pregled sevov z metodami, s katerimi so bili pridobljeni 
Naziv seva Metoda, s katero je bil pridobljen 
117B2/117A2 Klasična ligacija 
117B2/101A2 Klasična ligacija 
101B2/101A2 Klasična ligacija 
FAB100B2/117A2 Uvedba FAB100 v sev 117B2/117A2 
FAB100B2/101A2 Uvedba FAB100 v sev 117B2/101A2  
117B2/117A2-ΔN Klasična ligacija 
117B2/101A2-ΔN Klasična ligacija 
117B2/ FAB100A2- ΔN Klasična ligacija 
101B2/101A2-ΔN Klasična ligacija 
101B2/ FAB100A2- ΔN Klasična ligacija 
FAB100B2/117A2-ΔN Uvedba FAB100 v sev 117B2/117A2-ΔN 
FAB100B2/FAB100A2-ΔN Uvedba FAB100 v sev FAB100B2/117A2-ΔN 
117A2 Izrez toksina z NdeI iz seva 117B2/117A2 
101A2 Izrez toksina z NdeI iz seva 117B2/101A2 
117A2-ΔN Izrez toksina z NdeI iz seva 117B2/117A2-ΔN 
101A2-ΔN Izrez toksina z NdeI iz seva 117B2/101A2-ΔN 
FAB100A2-ΔN Izrez toksina z NdeI iz seva 117B2/ FAB100A2- ΔN 
RFP Klasična ligacija 
G4 - decup Ligacija po Gibsonu 
F4 – wt Ligacija po Gibsonu 
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Rdeča pisava - RFP 
temno modra pisava - dvojni terminator 
oranžna pisava - promotorji  
svetlo modra pisava - toksin B2 
zelena pisava - antitoksin A2 (N-končna regija)  
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Primerjava modulov higBA2 wt, HigA2-ΔN in decup  
 
Preglednica C1: Primerjava treh modulov: higBA2 wt, HigA2-ΔN in decup 
 
Slika C1: Shema regulacij modulov HigA2-ΔN in decup 
 
higBA2 wt HigA2-ΔN Decup 
Opis modula Modul higBA2 divjega tipa 
z aktivnim toksinom HigB2 
in celotnim antitoksinom 
HigA2 




Modul higBA2 z 
mutacijami v 





Da Ne Da 
Endoribonukleazna 
aktivnost toksina 
Da Ne Da 
Afniteta antitoksina 
za operator 
Močna ob pribitku 




vpliva na aktivnost 
modula 
Da Ne Ne 
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Številske vrednosti fluorescence ter števila kolonij 
 
Preglednica D1: Izmerjene normalizirane vrednosti flurescence RFP pri valovni dolžini 610 nm ob različnih 
intervalih (standardnimi odkloni meritev so zapisani v oklepajih) 
Naziv seva 4 ure inkubacije (σ) 14 ur inkubacije (σ) 22 ur inkubacije (σ) 
117B2/117A2  2689,7 (1308,9) 11151,9 (1487,2) 13698,8 (2195,6) 
117B2/101A2 1847,7 (7146,0) 3673,0 (2653,8) 4657,2 (2998,4) 
101B2/101A2 496,5 (715,1) 138,6 (170,7) 99,5 (146,9) 
FAB100B2/117A2  1656,6 (3066,1)  1876,2 (1282,6) 988,3 (340,9) 
FAB100B2/101A2 617,0 (718,2) 2824,0 (2403,2) 2198,5 (409,2) 
117B2/117A2-ΔN  1623,4 (941,3) 9782,2 (3665,9) 10495,6 (4765,1) 
117B2/101A2-ΔN 1319,9 (1152,5) 7249,2 (2872,2) 8783,7 (1972,1) 
117B2/ FAB100A2- ΔN 886,3 (721,1) 2434,2 (1153,5) 2968,54 (102,7) 
101B2/101A2-ΔN 1502,7 (1040,2) 6309,8 (932,9) 7536,9 (2062,5) 
101B2/ FAB100A2- ΔN 819,3 (1104) 2744,4 (3746,7) 3487,3 (4813,7) 
FAB100B2/117A2-ΔN 629,3 (814,2) 8289,6 (1525,4) 9101,7 (717,8) 
FAB100B2/FAB100A2- ΔN 1621,5 (1281,4) 4479,5 (4202,8) 8161,2 (1203,6) 
117A2 542,6 (770,1) 3380,8 (403,9) 4308,2 (1705,0) 
101A2 428,1 (715,1) 85,4 (114,8) 90,9 (82,9) 
117A2-ΔN 1492, 5 (783,1) 6700,9 (1882,5) 8269,2 (1708,4) 
101A2-ΔN 1019,7 (413,8) 4555,4 (811,5) 6913,6 (895,9) 
FAB100A2- ΔN 969,5 (1114,3) 1924,5 (844,5) 1963,9 (292,1) 
RFP 1439,9 (465,0) 8496,9 (1222,4) 8756,7 (518,0) 
Ø 3,4 (73,8) 60,5 (93,8) 93,9 (65,3) 
 
 
Preglednica D2: Preštete kolonije pri izbranih sevih pred dodatkom oflaksacina 
Sev/kolonije Redčitev Pred dodatkom antibiotika 
WT -7 28 
 -8 2 
DECUP -7 47 
 -8 3 
RFP -7 19 
 -8 2 
Ø -7 56 
 -8 4 
 
  
Černoša I. Karakterizacija regulacije modula toksin-antitoksin higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae in vivo. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
 
Preglednica D3: Preštete kolonije pri izbranih sevih ob različnih časih izpostavitve oflaksacinu 
Sev/kolonije Redčitev 1 ura inkubacije 2 uri inkubacije 3 ure inkubacije 5 ur inkubacije 
WT -2 27 31 25 0 
 
-3 3 4 1 0 
 
-4 1 0 0 0 
DECUP -2 121 19 8 0 
 
-3 16 2 0 0 
 
-4 2 0 0 0 
RFP -2 27 27 2 1 
 
-3 3 2 1 0 
 
-4 1 1 0 0 
Ø -2 138 92 63 5 
 
-3 13 12 5 0 
 




Černoša I. Karakterizacija regulacije modula toksin-antitoksin higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae in vivo. 





Rezultati heteroskedastičnega dvostranskega t-testa za neodvisna vzorca 
 
 




Za interpretacijo smo uporabili standardno stopnjo značilnosti (α = 0,05), N = 5 za vse vzorce razen za sev FAB100B2/117A2-dN pri meritvi po štirinajstih urah 
inkubacije in za sev 117B2/101A2-dN pri meritvi po dvaindvajsetih urah inkubacije pri vzorcu kjer je N= 4. 


















B100A2-ΔN p117A2 p101A2 p117A2-ΔN p101A2-ΔN 
pFAB100A2-
ΔN RFP Ø 
117B2/117A2   0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,04 0,00 0,04 0,00 0,10 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 
117B2/101A2 0,00   0,04 0,22 0,61 0,02 0,01 0,38 0,09 0,66 0,03 0,73 0,82 0,04 0,07 0,51 0,07 0,01 0,04 
101B2/101B2 0,00 0,03   0,04 0,07 0,02 0,01 0,01 0,00 0,19 0,01 0,08 0,00 0,58 0,07 0,00 0,01 0,01 0,38 
FAB100B2/ 
117A2 0,00 0,05 0,00   0,46 0,47 0,59 0,01 0,04 0,64 0,01 0,24 0,06 0,03 0,00 0,01 0,95 0,00 0,03 
FAB100B2/ 
101A2 0,00 0,14 0,00 0,00   0,01 0,03 0,75 0,03 0,97 0,02 0,47 0,63 0,06 0,02 0,19 0,47 0,00 0,06 
117B2/ 
117A2-ΔN 0,22 0,05 0,05 0,60 0,02   0,24 0,01 0,09 0,02 0,47 0,06 0,01 0,00 0,03 0,03 0,01 0,46 0,00 
117B2/ 
101A2-ΔN 0,01 0,00 0,00 0,61 0,01 0,48   0,02 0,52 0,07 0,59 0,26 0,04 0,01 0,73 0,10 0,01 0,40 0,00 
117B2/FAB 
100A2-ΔN 0,00 0,32 0,02 0,00 0,40 0,02 0,00   0,00 0,87 0,01 0,34 0,14 0,01 0,00 0,01 0,45 0,00 0,01 
101B2/ 
101A2-ΔN 0,01 0,12 0,00 0,00 0,00 0,25 0,41 0,01   0,10 0,22 0,38 0,00 0,00 0,01 0,67 0,01 0,00 0,00 
101B2/FAB 
100A2-ΔN 0,01 0,66 0,19 0,31 0,58 0,05 0,07 0,83 0,14   0,03 0,51 0,72 0,19 0,08 0,34 0,65 0,02 0,18 
FAB100B2/ 
117A2-ΔN 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,60 0,61 0,00 0,13 0,05   0,14 0,03 0,01 0,34 0,06 0,01 0,86 0,01 
FAB100B2/FA
B100A2-ΔN 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,34 0,64 0,00 0,58 0,10 0,12   0,59 0,08 0,32 0,97 0,24 0,10 0,08 
p117A2 0,00 0,86 0,04 0,07 0,20 0,05 0,03 0,43 0,09 0,76 0,02 0,04   0,00 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00 
p101A2 0,00 0,03 0,04 0,07 0,20 0,01 0,00 0,02 0,00 0,19 0,00 0,00 0,04   0,00 0,00 0,01 0,00 0,69 
p117A2-ΔN 0,00 0,06 0,06 0,00 0,00 0,17 0,73 0,00 0,56 0,09 0,27 0,91 0,04 0,00   0,05 0,00 0,09 0,00 
p101A2-ΔN 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00 0,17 0,16 0,00 0,56 0,19 0,00 0,10 0,13 0,00 0,17   0,00 0,00 0,00 
pFAB100A2-
ΔN 0,00 0,06 0,00 0,00 0,31 0,02 0,01 0,28 0,56 0,52 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00   0,00 0,01 
RFP 0,01 0,04 0,04 0,00 0,00 0,46 0,97 0,00 0,26 0,07 0,39 0,35 0,03 0,00 0,57 0,01 0,00   0,00 
Ø 0,00 0,03 0,94 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00 0,19 0,00 0,00 0,04 0,94 0,00 0,00 0,00 0,00   
